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COX-2 Cyclooxigenase 2 
DAG Diazylglyzerol 
DMSO Dimethylsulfoxid 
EGF Epidermaler Wachstumsfaktor 
ER Endoplasmatisches Retikulum 
ErbB1 EGF-Rezeptor Typ 1 
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IgG Immunglobulin G 
ILM Innere Grenzmembran 
INL Innere Körnerschicht 
IP3 Inositol-(1,4,5)-triphosphat 




Kir Einwärts rektifizierender (gleichrichtender) K+-Kanal 
mGluR Metabotroper Gutamat-Rezeptor 
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NPY Neuropeptid Y 
ns Nicht signifikant 
OLM Äußere Grenzmembran 
ONL Äußere Körnerschicht 
OPL Äußere Plexiforme Schicht 
P Signifikanz 
PDE Phosphodiesterase 
PKA Proteinkinase A 
PKC Proteinkinase C 
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RVI Regulatorische Volumenzunahme 
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1   EINLEITUNG 
1.1 Ödeme 
Bei vielen Erkrankungen des zentralen Nervensystems (ZNS) kommt es zu pathologischen 
Wassereinlagerungen in das Gewebe, die als Ödeme bezeichnet werden. Diese Ödeme 
entstehen beispielsweise bei Schädelhirntraumen, Hirntumoren, Hirnabszessen und 
Encephalitis, aber auch nach Ischämie und Hypoxie. In der Schädelhöhle kann einem Ödem 
des Gehirns nicht durch Verschiebung angrenzender Organe Platz geschaffen werden. Einem 
Ödem folgt hier der Anstieg des intrazerebralen Druckes. Übersteigt dieser intrazerebrale 
Druck den Blutdruck der zuführenden Gefäße, folgt eine Blutleere und darauf eine 
Sauerstoffunterversorgung des Gewebes. Folge eines Hirnödems können reversible und 
irreversible Schäden des Hirngewebes sein. Ein Hirnödem kann zur Entstehung einer 
Ödemnekrose führen, bei der Gewebe in Folge eines Ödems abstirbt. 
Nach einer Einteilung von Klatzko (1967) gibt es zwei Modelle, die die Entwicklung von 
Ödemen beschreiben: Das vasogen (extrazellulär) und das zytotoxisch (intrazellulär) 
entstandene Ödem.  
Das vasogene Hirnödem entsteht dadurch, dass die Durchlässigkeit der Blut-Hirn-Schranke 
verändert ist. Tight junctions, die strukturelle Grundlage der Blut-Hirn-Schranke, verhindern 
den unkontrollierten Übertritt von Blutbestandteilen und im Blut gelösten Substanzen ins 
Hirngewebe. Eine Schädigung der Blut-Hirn-Schranke, z.B. durch Traumen, Entzündungen 
und Tumoren kann den Eintritt größerer Moleküle (z.B. Proteine) in das Nervengewebe 
verursachen. Durch den Nachstrom von Wasser, aus den Gefäßen heraus in das Gewebe 
hinein, kommt es zum vasogenen Ödem.  
Das zytotoxische Hirnödem tritt häufig nach ischämisch/hypoxischen Zuständen auf (z.B. 
Schlaganfall) und beruht auf einer Regulationsstörung der Wasser- und Ionenverteilung 
zwischen Intra- und Extrazellulärraum. Beim zytotoxischen Ödem kommt es zu einer 
erhöhten intrazellulären Ionen- und Wasseransammlung. Dies führt zu einer Zellschwellung 
(Kimelberg 1995). Von einer solchen Schwellung im ZNS ist vor allem die Makroglia (s.u.) 
betroffen. Das bedeutet, dass bei einem zytotoxischen Ödem die jeweilige Makroglia, das sind 





Das Nervensystem besteht neben Neuronen aus verschiedenen Arten von Gliazellen. Ihre 
Zahl kann die der Neuronen in Abhängigkeit von Spezies und Hirnregion deutlich 
übersteigen. Das Volumen, das Gliazellen im ZNS einnehmen, entspricht fast dem halben 
Gesamtvolumen des ZNS (Reichenbach 1999). Das Wort Glia ((griech.) Leim / Kitt) 
bezeichnet eine von vielen Funktionen dieser Zellart als Stützzellen. Gliazellen lassen sich in 
zwei große Übergruppen einteilen: Makroglia und Mikroglia. Die Mikroglia entsteht aus 
Monozyten. Sie übernimmt immunologische und phagozytotische Aufgaben. Makroglia 
dagegen ist neuroektodermalen Ursprungs. Sie hat neben der oben erwähnten Stützfunktion 
die Aufgaben der Wasser- und Ionenhomöostase, der Wiederaufbereitung und Bereitstellung 
von Neurotransmittern und Glutathion und der Aufnahme und Abgabe von Metaboliten des 
neuronalen Zitratzyklus. Gliazellen der Netzhaut sind auch an der Wiederaufbereitung und 





Ionen) beteiligt. Die Endfüße von Astrozyten lagern teilweise auf der 
Basalmembran von Gefäßendothel und induzieren dort unter anderem die Bildung der Blut-
Hirn Schranke. Diese Aufgaben der Makroglia werden im Gehirn von Astrozyten 
verschiedenen Typs übernommen. In der Netzhaut bewältigen diese Aufgaben die 
Müllerzellen und zu einem geringeren Teil in einigen Spezies auch Astrozyten. 
Werden oben genannte Aufgaben von den Makrogliazellen in geringerem Maße oder gar 
nicht mehr erfüllt, kann es zu neuronalen Funktionsstörungen oder Ausfällen kommen. Diese 
Funktionsstörungen können, je nach Größe und Lage des betroffenen Gewebes, störenden 
Einfluss auf Sensibilität, Reizverarbeitung und Motorik nehmen. 
 
1.3 Retina 
Die Retina geht embryologisch aus einer Ausstülpung des Neuralrohres hervor. Sie ist damit 
Teil des zentralen Nervensystems. Die vorherrschende Gliazelle der Netzhaut ist die 
Müllersche Gliazelle (Müllerzelle). In der Netzhaut übernehmen die Müllerzellen Aufgaben 
allein, die im restlichen ZNS von mehreren Arten Makrogliazellen (Astrozyten, 
Ependymozyten, Oligodendrozyten) übernommen werden. Durch diese Funktionsvielfalt und 






Abb. 1: Zelluläre Bestandteile der Netzhaut  
v.l.n.r.: B(on): Bipolarzelle Zapfen on, Z: Zapfen, A: Amakrine Zelle, S: Stäbchen, H: Horizontalzelle, G(on): 
Ganglienzelle on, B: Bipolarzelle Stäbchen, MZ: Müllerzelle mit Soma(S), Endfuß(E) und Mikrovilli (MV), 
G(off): Ganglienzelle off, B(off) Bipolarzelle Zapfen off. 
Schichten der Netzhaut: ILM: Innere limitierende Membran, NFL: Nervenfaserschicht, GCL: 
Ganglienzellschicht, IPL: Innere plexiforme Schicht, INL: Innere Körnerschicht, OPL: Äußere plexiforme 
Schicht, ONL: Äußere Körnerschicht, OLM: Äußere limitierende Membran.  
SRS: Subretinaler Raum, RPE: Retinales Pigmentepithel (Bild modifiziert nach Grosche). 
 
Abb. 1 zeigt die histologische Schichtung der Netzhaut. Die innere limitierende Membran 
(ILM) grenzt die Netzhaut vom Glaskörper ab. Weiter außerhalb, vom Glaskörper weg, liegt 
die Nervenfaserschicht (NFL). Darin ziehen die (afferenten) Axone der Ganglienzellen in 
Richtung Papilla nervi optici. Weiter außerhalb der NFL befindet sich die Ganglienzellschicht 
(GCL), in der die Somata der Ganglienzellen liegen. Außerhalb der GCL liegt die innere 
plexiforme Schicht (IPL), in der u.a. die Synapsen zwischen Bipolarzellen und Ganglienzellen 
liegen. Der IPL schließt sich die innere Körnerschicht an, in der Bipolarzellen sowie 
Horizontal- und amakrine Zellen liegen. Es folgt die äußere plexiforme Schicht (OPL), in der 
die Synapsen zwischen Sinneszellen und Bipolarzellen liegen. Weiter außerhalb liegt die 
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äußere Körnerschicht (ONL), die Sinneszellen (Stäbchen und Zapfen) enthält. Die Netzhaut 
wird durch die äußere limitierende Membran (OLM) vom Pigmentepithel abgegrenzt.  
Für den eigentlichen Sehvorgang sind die Sinneszellen der Netzhaut verantwortlich. Diese 
unterteilen sich in Zapfen und Stäbchen. Zapfen sind für das photopische Sehen (Farb- und 
Tagessehen) zuständig, während Stäbchen das skotopische Sehen (Dämmerungssehen, bei 
Lichtstärken <0,01 cd/m²) ermöglichen. Die Signale der Sinneszellen werden über 
verschiedene Wege verschaltet und den Ganglienzellen der Netzhaut zugeführt. Im 
menschlichen Auge vereinen sich ca. 1,1 Mio. Axone der Ganglienzellen in der Papilla nervi 
optici zum Nervus opticus. Über weitere, komplexe neuronale Verschaltungen werden die 
wahrgenommenen Reize über den Nervus opticus und die Sehnervenbahnen bis hin zur 
Sehrinde im Okzipitallappen und anderen zentralen Strukturen geleitet, wo die optischen 
Informationen verarbeitet werden. 
Im Gegensatz zu den neuronalen Bestandteilen der Netzhaut, deren Lage größtenteils 
einzelnen Netzhautschichten zugeordnet werden kann, durchspannen Müllersche Gliazellen 
die ganze Dicke der Netzhaut. Die Somata der Müllerzellen liegen in der inneren 
Körnerschicht. Von den Somata erstrecken sich Fortsätze in zwei Richtungen durch beide 
plexiformen Schichten. Diese Fortsätze haben wiederum Seitenfortsätze, welche in den 
plexiformen Schichten die neuronalen Synapsen umscheiden. Die Hauptfortsätze enden zum 
Glaskörper hin in den Endfüßen, die die GCL und die NFL durchspannen und an der ILM 
enden. Zum Pigmentepithel hin umgeben die Fortsätze wabenförmig die Sinneszellen und 
enden an der OLM, wo sie Mikrovilli aufweisen (Chao et al. 1997). 
Müllerzellen der Netzhaut sind an der Entstehung verschiedener pathologischer Zustände 
beteiligt: an der Netzhautablösung (ablatio retinae), zu der kranke Müllerzellen 
wahrscheinlich durch Kontraktion beitragen und an der proliferativen Vitreoretinopathie 
(PVR), die aus einer Netzhautablösung entstehen kann und bei der Müllerzellen in den 
Glaskörper hineinwachsen. Ein weiteres Beispiel ist der vermutliche Beitrag der Müllerzelle 




Säugetierzellen weisen physiologische Mechanismen zur Volumenregulation auf. Lang et al. 
(1998) beschrieben eine physiologische Volumenregulation als „regulatorische 
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Volumenabnahme“ (RVD) und „regulatorische Volumenzunahme“ (RVI). Dieser 
Regulationsmechanismus funktioniert auch, wenn gesunde Zellen hypotonem Stress 
ausgesetzt werden (Okada et al. 2001). Im hypotonen Millieu können Zellen ihr Volumen 
konstant halten. Diese physiologische Volumenregulation lässt sich auch an gesunden 
Müllerzellen beobachten, wenn diese einem hypotonen Millieu ausgesetzt werden. Im 
pathologischen Zustand kann eine zelluläre Volumenregulation gestört sein. An Müllerzellen 
der Ratte verursacht eine vorübergehende Ischämie in bestimmten Membranabschnitten eine 
Verminderung der Expression einwärts gerichteter K
+
-Kanäle (besonders Kir4.1) (Pannicke et 
al. 2004). Müllerzellen zeigen nach einer Ischämie fast keine K
+
-Auswärtsströme durch 
Kir4.1-Kanäle und verminderte K
+
-Einwärtsströme. Dabei bleibt die Expression des 
Aquaporins 4 (AQP 4) weitgehend unverändert (Pannicke et al. 2004). Werden 
postischämische Müllerzellen einem hypotonen Milieu ausgesetzt, ist zu beobachten, dass 
keine ausreichende Volumenregulation stattfindet. Die Zellen beginnen zu schwellen. Diese 
Schwellung in hypotonem Milieu lässt sich auch beobachten, wenn die K
+
-Kanäle von 
Müllerzellen gesunder Netzhäute zuvor mit Ba
2+
 blockiert wurden (Newman 1989). Pannicke 
et al. (2004) vermuten, dass Ionenkanäle und Aquaporine gemeinsam für die Regulation des 
Wasser- und Ionenhaushaltes sorgen. Kann aus der Müllerzelle der postischämischen 
Netzhaut kein K
+
 mehr ausströmen, geschieht ein osmotischer Ausgleich durch Einstrom von 
Wasser in die Müllerzelle hinein. Eine Zellschwellung ist die Folge. 
Intrazelluläre Signale können Ionenkanäle und damit die Osmolytverteilung beeinflussen und 
so zur Volumenregulation beitragen (Wehner et al. 2003). Bei der zellulären Osmoregulation 
spielen auch die Regulation von Zellstoffwechsel und Genexpression eine wichtige Rolle 
(Waldegger et al. 1998). Auch bei Astrozyten wird das Zellvolumen über diese genannten 
Wege reguliert (Kimelberg 1987, Ernest et al. 2005). 
Neben der physiologischen Volumenregulation wurde auch die unzureichende 
Volumenregulation in postischämischen Müllerzellen erforscht. Es wurden Substanzen 
gefunden, die die Müllerzellschwellung in hypotonem Milieu verhindern können. Zu Ihnen 
gehören: Dopamin (Pannicke et al. 2004), Neuropeptid Y (Uckermann et al. 2006), 
Triamcinolon und Adenosin (Uckermann et al. 2005) sowie ANP (Kalisch et. al. 2006). 
In der vorliegenden Arbeit wird die Wirkung von HB-EGF (heparin-binding epidermal 
growth factor-like growth factor) auf die Müllerzellschwellung untersucht. Das Zytokin HB-
EGF ist ein Wachstumsfaktor aus der EGF-Familie (Raab et al. 1997). Im ZNS wurde HB-
EGF in Neuronen und Gliazellen nachgewiesen (Mishima et al. 1996; Hayase et al. 1998). Ein 
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Vorkommen von HB-EGF in der Retina wurde bisher wenig untersucht. Es ist jedoch 
beschrieben worden, dass an proliferative Vitreoretinopathie erkrankte Netzhäute HB-EGF 
exprimieren. HB-EGF fördert das Wachstum kultivierter Müllerzellen (Hollborn et al. 2005). 
Nach einer Ischämie wird im Gehirn vermehrt HB-EGF gebildet (Kawahara et al. 1999). Des 
Weiteren besitzt HB-EGF neuroprotektive Eigenschaften und verkleinert im Hirn der Ratte in 
vivo das Volumen eines Hirninfarktes und verringert die aus einem solchen Infarkt 
entstehenden neurologischen Defizite (Jin et al. 2004). In verschiedenen Geweben, z.B. Darm, 
Corneaepithel und Haut stimuliert HB-EGF die Regeneration nach Ischämie und die 
Wundheilung (Cribbs et al.1998, El-Assal et al. 2004, Xu et al.2004) 
Bei der überwiegend zytotoxischen Müllerzellschwellung könnte die Inhibition der 
Müllerzellschwellung zur Remission oder gar Heilung eines (Makula)Ödems beitragen. Dies 
wäre eine spezifischere Therapie als die gegenwärtig übliche Behandlung des Makulaödems 
mit Entzündungshemmern und Diuretika. 
 
1.5 Zielstellung 
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Rolle des HB-EGF in der postischämischen Netzhaut 
näher zu untersuchen. Dabei sollte auch untersucht werden, ob HB-EGF die 
Müllerzellschwellung inhibieren kann und auf welchem Signalweg eine etwaige Inhibition 
der Müllerzellschwellung erfolgt. Mit diesen Untersuchungen soll ein Beitrag zur 
Entwicklung spezifischer Therapien zellulärer Ödeme des ZNS geleistet werden.
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2 MATERIAL UND METHODEN 
 
Die Versuche dieser Arbeit wurden im Rahmen des laufenden Forschungsprogramms am 
Paul-Flechsig-Institut für Hirnforschung, Abteilung Pathophysiologie der Glia, der 
Medizinischen Fakultät der Universität Leipzig durchgeführt. 
 
2.1 Versuchstiere  
Als Versuchstiere dienten insgesamt 58 adulte Long Evans Ratten beider Geschlechter. Sie 
stammten aus dem Medizinisch-experimentellen Zentrum der Medizinischen Fakultät der 
Universität Leipzig. Die Tiere wurden in einem 12h-Hell-12h-Dunkelrhythmus gehalten und 
hatten jederzeit Zugang zu Futter und Wasser. Das Gewicht der Tiere betrug zwischen 250  
und 350 g. Alle Tiere waren, mit Ausnahme von 5 Tieren mit künstlich erzeugter Ischämie 
der Netzhautgefäße, klinisch gesund. Die Tiere wurden durch Steigerung der CO2-
Konzentration in ihrer Atemluft getötet. Anschließend wurden die Augäpfel mit Schere und 
Pinzette aus der Augenhöhle entfernt. 
Die Bestimmungen des deutschen Tierschutzgesetzes wurden befolgt. 
 
2.2 Ischämiemodell 
Eine künstliche Ischämie wurde unter Narkose erzeugt. Pro kg Körpergewicht kamen dabei 
100 mg Ketamin und 5 mg Xylazin per intramuskulärer Injektion in einen Hinterlauf des 
Versuchstieres zum Einsatz. Nach der Betäubung des Versuchstiers wurde mit einer Kanüle 
der Gauge Größe 27 in die Vorderkammer des Auges gestochen. Die Kanüle war über einen 
Schlauch mit einem Beutel physiologischer Kochsalzlösung verbunden. Der Beutel wurde 60 
min lang 2 Meter über dem Auge aufgehängt, so dass ein hydrostatischer Druck von ca. 160 
Torr auf das Augeninnere wirkte. Der Augeninnendruck überstieg damit den systolischen 
Blutdruck, lag für eine Stunde an und verhinderte in dieser Zeit eine Blutversorgung der 
Netzhaut (transiente Ischämie). Danach wurde die Kanüle aus dem Auge entfernt, es setzte 
eine Reperfusion ein. Die Tiere wurden nach 1, 3 bzw 7 Tagen getötet. Das zweite Auge des 
Versuchstieres blieb unbehandelt und diente als Kontrolle. 
 




Die isolierten Netzhäute wurden 2 Stunden in 4% Paraformaldehydlösung fixiert. Nach 
mehreren Waschungen in PBS (phosphate buffered saline, phosphatgepufferte Salzlösung, 
Biochrom AG, Berlin, BRD) wurden die Schnitte in PBS eingebettet, die 3% Agarose 
enthielt. Anschließend wurden mit dem Vibratom 70 µm dicke Schnitte angefertigt. Die 
Schnitte wurden 2 Stunden bei Raumtemperatur in 5% Eselserum mit 0.3% Triton X-100 
(Sigma Aldrich, Steinheim, BRD) inkubiert. Danach wurden die Schnitte 14 Stunden bei 4°C 
mit Ziegen anti-HB-EGF Ab-1 (1:100, Calbiochem, San Diego, USA) inkubiert. Nach 
Waschen in PBS mit 1% Rinderserumalbunin wurde Cy3-gebundenes Esel-anti-Ziege IgG 
(1:200, Dianova, Hamburg, BRD) bei Raumtemperatur 2 Stunden zugesetzt.  
 
2.4 Western Blots 
Die isolierten Netzhäute wurden in RIPA Puffer (Radio Immuno Precipitation Assay, Sigma-
Aldrich, Steinheim, BRD) unter Zugabe von Proteinaseinhibitoren homogenisiert. Die 
Homogenate wurden bei 13000g und 4°C 10 Minuten lang zentrifugiert. Anschließend wurde 
die Proteinkonzentration mit dem Bradford-Test bestimmt. Je 10µg Protein wurden in 12% 
SDS-Polyacrylamidgel separiert und auf Nitrozellulose übertragen. Im Anschluss wurden die 
Blots 14 Stunden lang bei 4°C mit Ziegen anti-HB-EGF (1:200, Calbiochem) inkubiert. 
Danach wurden die Membranen gewaschen und mit an alkalische Phosphatase gebundenem 
sekundärem anti-Ziege IgG Antikörper (1:5000, Sigma-Aldrich, Steinheim, BRD) inkubiert. 
Nach 1 Stunde Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Blots mit alkalischer Phosphatase-
Entwicklertabletten (Sigma Aldrich, Steinheim, BRD) entwickelt. 
 
2.5 Perfusionslösungen, Farbstoff, Substanzen 
Die Lösung, auf der ein Großteil der Kontroll- und Substanzlösungen basiert, ist 
Extrazelluläre Lösung (EZL) nachstehender Zusammensetzung. 
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Tab. 1: Zusammensetzung der extrazellulären Lösung 
Substanz Molarität Bezug 
NaCl 136 mM Carl Roth, Karlsruhe, BRD 
KCl     3 mM Carl Roth, Karlsruhe, BRD 
MgCl2     1 mM Sigma, Steinheim, BRD 




   10 mM Carl Roth, Karlsruhe, BRD 
Glukose    11 mM Merck, Darmstadt, BRD 
 
Die Lösung wurde als fünffach konzentrierte Stammlösung angesetzt und im Kühlschrank 
nicht länger als drei Wochen aufbewahrt. An Versuchstagen wurde ein Teil Stammlösung mit 
vier Teilen bidestilliertem Wasser verdünnt. Glukose wurde erst unmittelbar vor dem Versuch 
hinzugefügt. Ein pH-Wert von 7.4 wurde ebenfalls unmittelbar vor dem Versuch mit Tris-
(hydroxomethyl)-aminomethan (TRIS-Base, Carl Roth, Karlsruhe BRD) eingestellt. 
 
2.6 Hypotone Lösungen 
Zur Herstellung der hypotonen Lösung wurden 60 Teile EZL mit 40 Teilen bidestilliertem 
Wasser gemischt. So ergab sich eine Tonizität von 60% der normotonen Lösung. 
 
2.7 Bariumhaltige Lösungen 
Aus BaCl2 (Sigma, Steinheim, BRD) und bidestilliertem Wasser wurde eine Stammlösung 
hergestellt, deren Ba
2+
 Konzentration 1 M betrug. Diese Stammlösung wurde im Verhältnis 
1:1000 den normo- oder hypotonen Lösungen hinzugefügt. So entstand eine Ba
2+
-
Endkonzentration von 1 mM. 
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2.8 Nominell Ca2+-freie Lösung 
Die nominell Ca
2+
-freie Lösung besaß eine ähnliche Zusammensetzung wie die EZL (siehe 
Tab. 1). Der Unterschied zur EZL bestand darin, dass das CaCl2 auf 0,1 mM reduziert war 
und der Kalziumchelator EGTA (Ethylenglycol-0,0`bis(2aminoethyl)-N,N,N´,N`-
tetraessigsäure, Boehringer Ingelheim) in einer Konzentration von 1mM zugesetzt wurde. Die 
Konzentration des freien Kalziums in dieser Lösung betrug bei 25°C 8.61 nM. 
 
2.9 Farbstoff 
Zur Visualisierung der Müllerzellen mit dem LSM (Laser Scanning Microscope) wurden die 
vitalen Retinaschnitte mit dem Vitalfarbstoff Mitotracker Orange (Molecular Probes, Eugene, 
Or. USA) gefärbt. Mitotracker Orange wird von den Müllerzellen aufgenommen. Neuronen 
werden durch diesen Farbstoff nicht angefärbt (Uckermann et al. 2004 a). 50 µg des 
Farbstoffs wurden zuerst mit 10 µl Dimethylsulfoxid (DMSO, Sigma, Steinheim, BRD) zu 
einer 10 mM Stammlösung verdünnt und danach mit 9,99 ml PBS zu einer 10 µM Lösung 
verdünnt. Jeweils 200 µl des PBS-gelösten Farbstoffes wurden in die mit 2 ml Lösung 
gefüllte Perfusionskammer pipettiert, so dass die Endkonzentration des Farbstoffes 1 µM 
betrug. Der Farbstoff wurde 5 min vorinkubiert. In wenigen Fällen wurde der Retinaschnitt 
ca. 1 min vor der Messung nochmals mit 200 µl Farbstoff nachgefärbt.  
 
2.10 HB-EGF 
Für die Untersuchung der Wirkung von HB-EGF auf das Schwellungsverhalten von 
Müllerzellen in hypotonen Lösungen wurde rattenspezifisches HB-EGF (Sigma-Aldrich, 
Steinheim, BRD) benutzt. Als Lösungsmittel der HB-EGF Stammlösung diente 
phosphatgepufferte Salzlösung (PBS, Biochrom AG, Berlin, BRD) mit 0,1% 
Rinderserumalbumin Fraktion 5 (Carl Roth GmbH&CoKG Karlsruhe, BRD) 
Die HB-EGF-Konzentration der Stammlösung betrug 20 µg/ml. Die Stammlösung wurde zur 
Anwendung im Verhältnis 1:1000 verdünnt. Die Endkonzentration des Peptids in der 
Perfusionslösung betrug 20 ng/ml. 




Zur Untersuchung des Signalweges von HB-EGF wurden folgende Substanzen eingesetzt. 
Tab. 2: Auflistung der Testsubstanzen 
Substanz Wirkung Konzen-
tration 













Selektiver Antagonist der 
Ekto-5´-Nukleotidase 
































100 µM DMSO Sigma-Aldrich, 
Steinheim, BRD 
A-1076 
Clofilium  Blocker von  Zwei-Poren-
Kaliumkanälen 





Selektiver Antagonist des 
A2A- Adenosin-Rezeptors 
 
200 nM DMSO Sigma-Aldrich, 
Steinheim, BRD; 
C-197 










100 nM DMSO Sigma-Aldrich, 
Steinheim, BRD 
C-101 
EGF   
Epidermal growth factor 




Flufenamic acid  
N-(3-[Trifluoromethyl] 
















selektiver Inhibitor  
der Proteinkinase C 
 





Radikalbildner 50 µM A. 
bidest 
















Wachstumsfaktor 20 ng/ml 0,1%BSA 
Fraktion 5 
Sigma-Aldrich, 
Steinheim, BRD E4643  
LY341495 Selektiver Antagonist der 
mGluR 2;3;8;7a; 1a;5a;4a 
der Gruppe 2 




Monensin A sodium salt 
Na
+
-Ionophore 20 µM Ethanol Sigma-Aldrich, 
Steinheim, BRD; 
M-5273 





diphosphate diammonium salt 
 



























30 nM Ethanol Sigma-Aldrich, 




acid) tetrasodium salt  
P2-Rezeptor- 
Antagonist 






























Suramin Sodium Salt 
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TGF-α 
Transforming growth factor α 
 
 















Tocris Cookson Ltd., 
Bristol, UK; 
1078 







10 µM DMSO Sigma-Aldrich, 
Steinheim, BRD; 
T-1633 
EGF: Epidermaler Wachstumsfaktor; PKC: Proteinkinase C; PKA: Proteinkinase A; mGluR: Metabotroper 
Glutamat-Rezeptor; PLC: Phospholipase C; DMSO: Dimethylsulfoxid; A.bidest: Bidestilliertes Wasser; BSA: 
Rinderserumalbumin; NaOH: Natriumhydroxid. 
 
2.12 Kontrollen 
Vor jedem Versuch wurden drei Kontrollversuche unternommen.  
1: Kontrollversuch in hypotoner EZL:  Diese Kontrolle diente dazu, die physiologische 
Volumenregulation gesunder Müllerzellen in der untersuchten Netzhaut zu überprüfen. 
Versuche wurden nur weitergeführt, wenn Müllerzellen gesunder Netzhäute nicht 
anschwollen. 
2: Kontrollversuch in hypotoner Ba
2+
-Lösung: Diese Kontrolle diente dazu, die 
Volumenregulation gesunder Müllerzellen in der untersuchten Netzhaut zu überprüfen, deren 
K
+
-Kanäle zuvor mit Ba
2+
 blockiert wurden. Versuche wurden nur weitergeführt, wenn Ba
2+
-
vorinkubierte Müllerzellen (siehe Abb. 5) gesunder Netzhäute anschwollen. 
3: Kontrollversuch in hypotoner Ba
2+
-Lösung mit HB-EGF (20 ng/ml): Mit dieser Kontrolle 
wurde überprüft, ob HB-EGF in der mit Ba
2+
 vorinkubierten Netzhaut eine Zellschwellung 
inhibiert. Versuche wurden nur weitergeführt, wenn HB-EGF die Müllerzellschwellung in der 
zu untersuchenden Netzhaut inhibieren konnte. Ein Schwellen der Zellen unter diesen 
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Bedingungen hingegen würde auf eine Schädigung der Zellen durch die Präparation oder zu 
lange Zeiten zwischen Tiertötung und Experiment hindeuten. 
In Versuchen, bei denen der Signaltransduktionsweg des HB-EGF-Rezeptors mit einer 
Substanz blockiert werden sollte, wurde noch ein weiterer Kontrollversuch unternommen: 
4: Kontrollversuch in hypotoner EZL mit blockierender Substanz: Mit dieser Kontrolle wurde 
überprüft, ob die zu untersuchende Testsubstanz einen eigenen Einfluss auf die 
Müllerzellschwellung hat. Diese Kontrollen werden in der vorliegenden Arbeit erwähnt, wenn 
ein eigener Einfluss der Testsubstanz auf die Müllerzellschwellung in hypotoner EZL vorliegt  
(siehe Ergebnisse Abb. 8 bis Abb. 23). 
Die Lösungsmittel in den Stammlösungen von Testsubstanzen wurden ebenfalls bezüglich 
ihrer Effekte auf Müllerzellschwellung und Schwellungshemmung untersucht. Der Zusatz von 
DMSO (0,1 %) (Uckermann et al. 2005) und Ethanol (0,01 %) (mündliche Mitteilung Dr. 
Ortrud Uckermann, Paul-Flechsig-Institut für Neurophysiologie) in hypotone Ba
2+
-Lösung 
sowie hypotone EZL zeigte keinen Einfluss auf die Versuchsergebnisse. 
 
2.13 Retinapräparation 
Nachdem die Augäpfel nach Tötung des Versuchstieres aus der Augenhöhle entnommen 
wurden, begann die Präparation der Retina. Zum Schutz vor Austrocknung war die Retina bei 
allen Arbeitsschritten von EZL umgeben. Mit einer Skalpellklinge wurde der Bulbus oculi auf 
Höhe der Ora serrata von außen angeritzt und weiter mit einer scharfen Gewebsschere entlang 
der Ora serrata halbiert. Danach wurden Linse und Glaskörper mit Pinzetten entfernt. 
Anschließend wurde die Retina mit einer gebogenen Pinzette vom Pigmentepithel gelöst. Die 
isolierte Retina wurde weiter mit einer Schere in zwei bis drei etwa gleichgroße, längliche 
Stücke geschnitten. Die Retinastücke wurden auf einen halbierten Membranfilter (Schleicher 
& Schuell, Dassel, BRD) gelegt. Die Ränder der Retinastücke wurden mit einer feinen 
Pinzettenspitze an den Membranfilter angedrückt. Die inneren Schichten der Retina waren 
dabei dem Filter abgewandt. Der mit Retina behaftete Membranfilter wurde mit einer 
Rasierklinge in 15 bis 20 je 1mm breite Streifen geschnitten. Diese Streifen konnten einzeln 
in die Perfusionskammer gelegt werden. 




Abb. 2: Retinapräparation 
Die zerteilte Retina wird an ihren Rändern an 
den Membranfilter angedrückt, welcher dann 
mitsamt der Retina in 1mm breite Streifen 
zerschnitten wird. Der Membranfilter wird 
anschließend in einer EZL-gefüllten Petrischale 
gelagert. 
 
2.14 Die Perfusionskammer 
Die Perfusionskammer besteht aus einem plexiglasumrahmten Objektträger. Innerhalb des 
Plexiglasrahmens sind in 2cm Abstand voneinander zwei Plexiglaswürfel auf den Boden der 
Kammer geklebt. Die Plexiglaswürfel enthalten je mittig einen Schlitz. In die Schlitze kann 
ein mit Retina behafteter Membranfilterstreifen eingelegt werden. Retinastreifen konnten bei 
den Versuchen gleichzeitig mit Lösungen perfundiert und dabei mikroskopiert werden. Die 




Abb. 3: Perfusionskammer 
 
(Aufsicht) 
Der Membranfilter mit 
Retinastreifen liegt in den 
Schlitzen der Plexiglaswürfel.  
Zu- und Abflüsse 
ermöglichen den Fluss der 
Versuchslösungen durch die 
Perfusionskammer. 
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2.15 Abbildung der Netzhaut unter dem Mikroskop 
Die retinalen Schichten ließen sich bei 40-fachen Vergrößerung deutlich voneinander 
unterscheiden. Die durch den Farbstoff Mitotracker Orange stark fluoreszierenden Somata der 
Müllerzellen in der INL waren deutlich dargestellt.  
Die Retinaschnitte wurden durch das konfokale Laser Scanning Microscope LSM 510 Meta 
(Zeiss, Oberkochen, BRD) betrachtet. Dieses Gerät hat den Vorteil, dass Aufnahmen 
einzelner Ebenen des Präparats möglich sind. Eine zusätzliche Lochblende erlaubt dabei das 
Abfangen unerwünschter Fluoreszenzsignale aus anderen Ebenen des Präparats. Der 
Fluoreszenzfarbstoff Mitotracker Orange wurde mit einem Helium-Neon Laser der Frequenz 
543 nm angeregt. Durch einen Langpassfilter der Wellenlänge 560 nm wurde die Emission 
>560 nm aufgezeichnet. Die Wellenlänge des anregenden Lichts taucht nicht in der 
Aufzeichnung auf. Als Objektiv wurde das Wasserimmersionsobjektiv Achroplan 40*0,75 
(Zeiss, Oberkochen, BRD) benutzt. Die Bildgröße während der Messung betrug 57,6*57,6 
µm. Die Somata der Müllerzellen wurden im 1s-Takt über einen Gesamtzeitraum von 300 s 
aufgezeichnet. Da minimale Bewegungen während dieser Zeit dazu führen können, daß die 
maximale Ausdehnung des Somas aus dem Fokus verschwindet, wurde ständig langsam 
zwischen benachbarten Ebenen des Präparats hin- und herfokussiert. Dadurch wurde 
gewährleistet, dass jede zu messende Zelle mehrmals in ihrer maximalen Querschnittsfläche 
abgebildet wurde. 
 
2.16 Ausmessen der maximalen Somaquerschnittsfläche 
Im Anschluss an jeden Versuch wurden die maximalen Querschnittsflächen der Müllerzellen 
ausgemessen. Dabei wurden die Müllerzellen mit der Bildauswertungssoftware des LSM an 
ihren Rändern manuell umrandet. Die Größe der umrandeten Fläche wurde anschließend mit 
der LSM-Bildauswertungssoftware errechnet. In dem gesamten Zeitraum von 300 s wurde in 
den ersten 30 s (in normotoner Lösung) zweimal die maximale Querschnittsfläche 
ausgemessen. Jeweils 240 s und 270 s nach Versuchsbeginn (in hypotoner Lösung) wurde 
erneut die maximale Querschnittsfläche ausgemessen. Die so entstandenen vier Flächenwerte 
pro Zelle wurden anschließend mit dem Statistikprogramm Graph Pad Prism ausgewertet. 
Dabei wurden die beiden ersten Flächenwerte aus der Messung in normotoner Lösung zu 
einem Mittelwert zusammengefasst. Die beiden letzten Werte wurden jeweils durch diesen 
Mittelwert dividiert und mit 100 multipliziert. Eine Änderung von 100 in normotoner Lösung 
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auf 112 in hypotoner Lösung bedeutet z.B. eine Zunahme der Querschnittsfläche um 12%. 
Die Prozentwerte der vierten Messungen aller Zellen eines Versuchsdurchlaufs wurden 
gemittelt. Diese Mittelwerte bestanden bei Kontrollversuchen aus den Messwerten von 4 bis 8 
Zellen aus 1-2 Versuchsdurchläufen. Bei Versuchen mit Testsubstanzen bestanden sie meist 
aus 12 Zellen, gesammelt in 3 Versuchsdurchläufen.  
  
 
Abb. 4: Ausmessen der Müllerzellsomafläche 
Die mit Mitotracker Orange gefärbten Somata der Müllerzellen werden in ihrem maximalen Querschnitt manuell 
umrandet. Die umrandete Fläche wird von der Bildanalysesoftware des Laser Scanning Mikroskops errechnet 
und in µm
2
 angegeben. Links: Ungeschwollene Zelle. Rechts: Dieselbe Zelle in geschwollenem Zustand. 
 
2.17 Die Perfusion der Retina 
Die Perfusionslösungen wurden in Bechergläsern auf ein Gerüst gestellt, das sich 50 cm über 
der Perfusionskammer befand. Die Lösungen wurden, durch hydrostatischen Druck getrieben, 
über Schläuche in die Messkammer geleitet. Klemmen und Hähne an den Schläuchen 
erlaubten die Regulation des Lösungsflusses. Bei allen Versuchen hatten die Lösungen 
Raumtemperatur. Abhängig von ihren Eigenschaften wurden die Testsubstanzen auf vier 
verschiedene Arten appliziert: 
a) Akute Applikation 
Lösungen enthielten während der Vorinkubation und im Messintervall Ba
2+
 (1mM). Die 
Testsubstanzen wurden nur der hypotonen Lösung zugesetzt. 
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b) Vorinkubation der Testsubstanz 
Lösungen enthielten während einer zehnminütigen Vorinkubation und im Messintervall Ba
2+
 
(1mM). Die Testsubstanzen wurden sowohl der normotonen Lösung, als auch der hypotonen 
Lösung zugesetzt. 
c) Verlängerte Vorinkubation der Testsubstanz 
Lösungen enthielten während einer zehnminütigen Vorinkubation und im Messintervall Ba
2+
 
(1mM). Die Testsubstanzen wurden schon vor der zehnminütigen Vorinkubation (siehe Pkt. 
b)) fünf Minuten in normotoner EZL appliziert, welche kein Ba
2+
 enthielt. Dies erfolgte, um 
die Zellen vor zu langer Ba
2+
 Einwirkung zu schützen.  
d) Vorinkubation der Testsubstanz ohne Barium 
Die Testsubstanzen wurden (wie in Pkt. b)) vorinkubiert. Es wurde kein Ba
2+
 zugesetzt. 




Abb. 5: Vier verwendete Perfusionsschemen 
a) Akute Applikation, b) Vorinkubation der Testsubstanz, c) Verlängerte Vorinkubation der Testsubstanz, d) 
Vorinkubation ohne Barium. Ein grüner Balken steht für eine Perfusion mit der jeweiligen Testsubstanz. Ein 
orangefarbener Balken steht für eine Perfusion mit Ba
2+
. 
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2.18 Statistik 
Zur statistischen Auswertung der Versuche wurde die Software GraphPad Prism (GraphPad 
Software, San Diego, CA, USA) benutzt. Die ermittelten Daten sind Mittelwerte (MW) ± 
SEM (Standardfehler des Mittelwertes). Hierbei steht n für die Zahl der Zellen eines 
Datensatzes. Signifikante Unterschiede wurden durch den nicht parametrischen, zweiseitigen 
Mann-Whitney Test festgestellt. Die Qualität der Signifikanz wurde in drei Stufen (P<0,05; 
P<0,01; P<0,001) eingeteilt. Die Symbole *; • und ◦ stehen für folgende Kontrollen:                                                  
                                                    
                                                                                                  
Signifikanz der Zellschwellung 











Signifikanz der Aufhebung des HB-EGF Effekts 









Der HB-EGF-spezifische Antikörper färbte die 7 Tage postischämische Netzhaut stärker als 
die Kontrollnetzhaut. Die einstündige Ischämie bewirkte einen Anstieg der HB-EGF 
Konzentration. Das Schema der Färbung ist in beiden Schnitten gleich: Äußere und innere 
plexiforme Schicht sowie die Ganglienzellschicht sind stark angefärbt. HB-EGF wird 
hauptsächlich in den synaptischen Schichten der Retina exprimiert. Gut sichtbar ist auch die 
typische Verminderung der Netzhautdicke nach Ischämie. 
 
Abb. 6: Immunhistochemie 
Kontrolle und Netzhautschnitt 7 Tage nach Ischämie. Eichbalken entspricht 20µm. GCL: Ganglienzellschicht; 
INL: Innere Körnerschicht; IPL: Innere plexiforme Schicht; ONL: Äußere Körnerschicht; OPL: Äußere 
plexiforme Schicht; PRS: Photorezeptorsegmente. 
 
3.2 Western Blots 
Zur Überprüfung der Ergebnisse der Immunhistochemie wurde der HB-EGF Gehalt der 
Netzhaut mit Western Blots bestimmt. Western Blots aus Homogenaten des gesamten 
Netzhautgewebes wiesen 1, 3, und 7 Tage nach einstündiger Ischämie eine deutlich erhöhte 
Konzentration von HB-EGF nach. Dies lässt darauf schließen, dass die Expression von HB-







Abb. 7: Western Blots 
 Erhöhte Konzentration des proHB-EGF (23 kDa) nach 1; 3 und 7 Tagen. 
 
3.3 Müllerzellschwellung im hypotonen Milieu  
Es ist bereits beschrieben, dass die Müllerzellen frisch isolierter, postischämischer Netzhäute 
in hypotonem Milieu anschwellen (Pannicke et al. 2004). Diese Beobachtung wurde in der 
vorliegenden Arbeit bestätigt. Drei Tage nach einer Ischämie der Netzhautgefäße reagierten 
die Müllerzellen in Rattennetzhäuten auf ein hypotones Milieu mit einer Schwellung ihrer 
Somata (Abb. 8). Dieses Phänomen trat auch auf, wenn bei Müllerzellen gesunder Tiere die 
Kaliumkanäle durch Ba
2+
 Ionen (1 mM) (Newman 1989) blockiert wurden (Abb. 8). Die 
Netzhäute wurden zehn Minuten in normotoner, Ba
2+
-haltiger EZL vorinkubiert. 
Anschließend wurden die Netzhäute mit hypotoner, Ba
2+
-haltiger EZL perfundiert 
(Applikationsschema a) Abb. 5). Dabei zeigte sich nach vierminütiger Applikation hypotoner, 
Ba
2+
-haltiger EZL eine Zunahme der Querschnittsfläche der Müllerzellen um rund 10% (Abb. 
8). Bei Kontrollversuchen in hypotoner EZL ohne Ba
2+
 (Kontrolle 1) ergab sich keine 






Abb. 8: Die Müllerzellschwellung 
Müllerzellen postischämischer Netzhäute schwellen in hypotoner EZL an. 
Müllerzellen gesunder Netzhäute schwellen in hypotoner EZL nicht an. Wurden dagegen gesunde Netzhäute mit 
Ba
2+
 Lösung  (1 mM) vorinkubiert (siehe Material und Methoden Abb. 5), schwollen die Müllerzellen in 
hypotoner Ba
2+
 Lösung (1 mM) an. 
 
 
3.4 Wirkung von HB-EGF auf die Müllerzellschwellung 
In dieser Arbeit wurde die Wirkung von HB-EGF auf das Schwellungsverhalten von 
Müllerzellen in hypotoner Lösung untersucht. Dabei wurde HB-EGF an den Müllerzellen 
postischämischer Netzhäute und Ba
2+
-vorinkubierter Netzhäute getestet. 
Bei den Tests an 3 Tage postischämischen Netzhäuten konnte HB-EGF die 
Müllerzellschwellung in hypotoner EZL verhindern (Abb. 9). 
Bei dem Test an Ba
2+
 vorinkubierten Netzhäuten zeigte sich, dass HB-EGF die 
Müllerzellschwellung in hypotoner, Ba
2+
-haltiger EZL aufhebt (Abb. 9). 
HB-EGF in hypotoner EZL verursachte keine Müllerzellschwellung in gesunden Netzhäuten 







Abb. 9: Wirkung des HB-EGF auf die Müllerzellschwellung 
Gegenüberstellung des Schwellungsverhaltens postischämischer- und  Ba
2+
 vorinkubierter Müllerzellen: Bei 
postischämischen Netzhäuten bewirkt hypotone EZL ein Anschwellen der Müllerzellen. Dieser 
Schwellungseffekt kann durch den Zusatz von HB-EGF inhibiert werden. Gleicher schwellungshemmender 
Effekt des HB-EGF tritt auf, wenn Netzhäute zuvor in Ba
2+




Abb. 10: Schwellungsverhalten der Müllerzellen postischämischer Netzhäute in Abhängigkeit von der Zeit 
Die Müllerzellen in postischämischen Netzhäuten schwellen in hypotoner Lösung an (grün). Bei Zugabe von 
HB-EGF schwellen sie in hypotoner Lösung nicht an (blau). Die Müllerzellen des unbehandelten Kontrollauges 




3.5 Konzentrationsabhängigkeit der Wirkung von HB-EGF auf die 
Müllerzellschwellung 
Die schwellungsinhibitorische Wirkung von HB-EGF wurde auf ihre Abhängigkeit von der 
Konzentration des HB-EGF untersucht. Dabei wurde die Konzentration von dem niedrigsten 
Wert an, Messung für Messung, um eine Zehnerpotenz gesteigert. Es wurden so die 
Schwellungswerte bei den Konzentrationen 0,001; 0,01; 0,1, 1, 10 und 100 ng/ml ermittelt 
(Abb. 11). 
Der IC50 Wert für die Schwellungsinhibition durch HB-EGF wurde mit der 
Boltzmanngleichung auf 1,5 ng/ml berechnet (Abb. 11). 
Da sich schon bei einer Konzentration von 10 ng/ml eine weitgehende Inhibition der 




Abb. 11: Konzentrationsabhängigkeit der Schwellungsinhibition durch  HB-EGF 
Während eine HB-EGF-Konzentration von 0,1 ng/ml die Müllerzellschwellung noch nicht inhibiert, lässt sich 
bei 1 ng/ml ein leichter und bei 10 ng/ml ein sehr deutlicher schwellungsinhibierender Effekt beobachten. Der 
IC50 Wert wurde mit der Boltzmanngleichung auf 1,5 ng/ml berechnet. Alle Versuche in hypotoner Lösung. 
Graue Balken entsprechen Kontrollen: Hellgrau: Kontrolle in  hypotoner EZL. Dunkelgrau: Kontrolle in 
hypotoner Ba
2+




3.6 Beteiligte Rezeptoren 
In der EGF-Rezeptorfamilie (ErbB1 bis ErbB4) aktiviert HB-EGF die Rezeptoren ErbB1 und 
ErbB4 (Elenius et al. 1997). Beide Rezeptoren werden von Astrozyten und Neuronen (Jin et 
al. 2005, Xian und Zhou 1999, Mishima et al. 1996) exprimiert. Die Applikation von AG1478 
(500 nM), einem Antagonisten der ErbB 1+4, hob die Schwellungsinhibition durch HB-EGF 
in hypotoner Ba
2+
-haltiger EZL auf (Abb. 12). 
Die Agonisten des ErbB1-Rezeptors EGF (100ng/ml) und TGF-α (10ng/ml) konnten den 
Schwellungseffekt in hypotoner Ba
2+




Abb. 12: Beteiligte EGF-Rezeptoren 
Der Antagonist der EGF Tyrosinkinaserezeptoren ErbB1 und ErbB4 AG1478 hob die Schwellungsinhibition 





3.7 Lokalisation der beteiligten Rezeptoren 
HB-EGF Rezeptoren werden von Neuronen und Gliazellen exprimiert. Es sollte nun 
unterschieden werden, auf welcher dieser Zellen sich die am HB-EGF-Signalweg beteiligten 
HB-EGF-Rezeptoren befinden. Dazu wurde das Neurotoxin Tetrodotoxin (TTX, 1 µM) 
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zusammen mit HB-EGF in hypotoner Ba
2+
-Lösung getestet. TTX ist ein selektiver Blocker 
spannungsabhängiger Na
+
-Kanäle auf Neuronen. Es hemmt die neuronale Erregungsleitung 
(Kao 1972). 
In dieser Untersuchung hob TTX die schwellungsinhibierende Wirkung des HB-EGF auf. 
TTX hatte ohne Zusatz von HB-EGF keinen Einfluss auf das Anschwellen der Zellen in 
hypotoner Ba
2+
-Lösung (Abb. 13). 
 
 
Abb. 13: TTX beeinflusst den schwellungsinhibierenden Effekt des HB-EGF 
TTX ist ein Neurotoxin, das schnelle Na
+
-Kanäle auf Neuronen inaktiviert. In hypotoner Ba
2+
-Lösung konnte 
TTX den schwellungsinhibierenden Effekt des HB-EGF aufheben. TTX in hypotoner Ba
2+
-Lösung zeigte keinen 
Einfluss auf das Anschwellen der Müllerzellen. 
 
3.8 Phospholipase C und weitere Signalkaskade 
Die Aktivierung von Tyrosinkinase-Rezeptoren wie ErbB1 und ErbB4 kann eine Aktivierung 
der Phospholipase C (PLC) zur Folge haben (Carpenter 2000, Sewell et al. 2005, Jorrisen et 
al. 2002). Der Inhibitor der Phospholipase C, U73122 (10 µM) konnte den 
schwellungsinhibierenden Effekt von HB-EGF in hypotoner Ba
2+
-Lösung aufheben. U73122 
nahm ohne HB-EGF keinen Einfluss auf die Müllerzellschwellung in hypotoner Ba
2+
-Lösung 
(Abb. 14).  
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Ein Folgeschritt einer Signalkaskade, an der PLC beteiligt ist, kann die Aktivierung der 
Proteinkinase C (PKC) sein. Um zu überprüfen, ob es sich bei einer Proteinkinase C um einen 
Ca
2+
-abhängigen  Subtyp handelt, wurde der Inhibitor der Ca
2+
-abhängigen Proteinkinasen C, 
GÖ6976 (1 µM) getestet. GÖ 6976 konnte die schwellungsinhibierende Wirkung von HB-
EGF verhindern (Abb. 14). In hypotoner Ba
2+




Abb. 14: Phospholipasen und Proteinkinasen 
Die Inhibitoren der PLC, U73122 und der Ca
2+
-abhängigen PKC, GÖ6976, verhindern die 
Schwellungsinhibition durch HB-EGF in hypotoner Ba
2+
-Lösung. Beide Substanzen hatten in hypotoner Ba
2+
-
Lösung keinen Einfluss auf die Müllerzellschwellung. 
 
3.9 Einfluss von Ca2+ auf den HB-EGF-Signalweg in Müllerzellen.  
Ob intrazelluläres Kalzium an der Signalkaskade des HB-EGF beteiligt ist, sollte weiter 
überprüft werden. Dazu wurden zwei Versuche unternommen: 
1. das intrazelluläre Ca2+ zu chelatieren und 
2. das Ca2+ durch Inkubation mit nominell Ca2+-freier Lösung aus dem Gewebe 
auszuwaschen. 
 Um das intrazelluläre Ca
2+
 zu chelatieren wurde der Ba
2+
-Lösung bei Vorinkubation und 
Perfusion der membranpermeable Kalziumchelator BAPTA-AM zugesetzt. BAPTA-AM hob 
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den schwellungsinhibierenden Effekt von HB-EGF auf (Abb. 15). BAPTA-AM in hypotoner 
Ba
2+
-Lösung allein hatte keinen Einfluss auf die Müllerzellschwellung (Abb. 15). Dies lässt 
vermuten, dass an der Signalkaskade des HB-EGF intrazelluläres Kalzium beteiligt ist. 










appliziert. Es zeigte sich, dass die fast völlige Abwesenheit von Ca
2+
 (nur noch ca. 10 nM 
freies Ca
2+ 
in der Perfusionslösung) den schwellungsinhibierenden Effekt von HB-EGF 





ohne HB-EGF ergab sich keine Veränderung der Müllerzellschwellung. Dies weist darauf 





Abb. 15: Rolle des Kalziums 
Sowohl der Ca
2+
-Chelator BAPTA-AM als auch die Abwesenheit von Ca
2+ 
in der Perfusionslösung heben den 
schwellungshemmenden Effekt des HB-EGF auf. BAPTA-AM-inkubierte und nominell Ca
2+
-freie Lösung ohne 





3.10 Beteiligung von Glutamat am Signalweg des HB-EGF. 
Glutamat als wichtiger Neurotransmitter im ZNS (Newman und Reichenbach 1996, Thoreson 
und Witkovski 1999) kann an einer Signalübertragung von Neuronen auf Gliazellen beteiligt 
sein (Porter und McCarthy 1996, Pasti et al. 1997, Kang et al. 1998, Zonta et al. 2003). 
Uckermann et al. (2006) konnten nachweisen, dass Glutamat (1 mM) an der 
Signalübertragung von neuronalen Zellen der Netzhaut auf Müllerzellen beteiligt ist. Sie 
wiesen auch nach, dass ein schwellungshemmender Effekt des Glutamats unabhängig von der 
Applikation von TTX (1 µM) auftritt. Dies lässt darauf schließen, dass ein Glutamatrezeptor, 
der die Schwellungsinhibition bewirkt, auf der Müllerzelle lokalisiert ist. Um zu überprüfen, 
ob Glutamat an der Signalübertragung des HB-EGF von Neuronen auf Müllersche Gliazellen 
beteiligt ist, wurden zwei Versuche unternommen:  
1. die Hemmung der Glutamatfreisetzung durch Riluzol (500µM). 
2. die Blockade der mGluR (metabotropen Glutamatrezeptoren) 1, 2, 3, 4a, 5a, und 8 
durch Ly341495 (100µM). 
Riluzol (500 µM) hob die schwellungsinhibierende Wirkung des HB-EGF in hypotoner Ba
2+
-
Lösung auf (Abb. 16). Bei Applikation von Riluzol in hypotoner Ba
2+
-Lösung ohne HB-EGF 
ergab sich keine Veränderung der Müllerzellschwellung (Abb. 16). Dieses Ergebnis lässt 
darauf schließen, dass HB-EGF eine neuronale Glutamatfreisetzung bewirkt. 
Auch Ly341495 (100µM) hob die schwellungsinhibierende Wirkung von HB-EGF in 
hypotoner Ba
2+
-Lösung auf (Abb. 16). In hypotoner Ba
2+
-Lösung ohne HB-EGF zeigte 
Ly341495 keinen Einfluss auf die Müllerzellschwellung (Abb. 16). Dieses Ergebnis lässt 
vermuten, dass aus neuronalen Zellen freigesetztes Glutamat einen oder mehrere der mGluR 





Abb. 16: Rolle des  Glutamats 
Die Hemmung der Glutamatfreisetzung durch Riluzol und auch die Blockade der mGluR 1, 2, 3, 4a, 5a, und 8 
durch Ly341495 verhindern den schwellungsinhibierenden Effekt des HB-EGF. 
Rilozol und Ly341495 hatten in hypotoner Ba
2+
-Lösung ohne HB-EGF keinen Einfluss auf die 
Müllerzellschwellung. 
 
3.11 Beteiligung purinerger Rezeptoren an der Signalkaskade von HB-EGF. 
Die Aktivierung von mGluR kann in Müllerzellen einen intrazellulären Ca
2+
-Anstieg zur 
Folge haben (Porter und McCarthy 1996, Zonta et al. 2003, Pasti et al. 1997, Kang et al. 1998, 
Newman 2003). Dieser Ca
2+
-Anstieg kann die Freisetzung von ATP in den extrazellulären 
Raum bewirken (Newman 2001). Weiter ist auch eine kalziumunabhängige Freisetzung von 
ATP aus Müllerzellen nach Aktivierung des mGluR beschrieben worden (Wang et al. 2000, 
Uchermann et al. 2006). 
Um die nach Aktivierung von mGluR ablaufenden Prozesse genauer zu untersuchen, wurden 
drei Versuche unternommen: 
1. die Spaltung von ATP in ADP und AMP zu verhindern, 
2. zu überprüfen, ob AMP weiter zu Adenosin gespalten wird und 
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3. purinerge Rezeptoren zu blocken. 
Die NTPDase2 spaltet ATP im extrazellulären Raum zu ADP und in geringen Umfang zu 
AMP. Um dieses Enzym zu inhibieren wurde der Inhibitor der NTPDase2, ARL67156 
(50µM) getestet. ARL67156 konnte den schwellungsinhibierenden Effekt von HB-EGF in 
hypotoner Ba
2+
-Lösung aufheben (Abb. 17). ARL67156 ohne Zusatz von HB-EGF hatte 
keinen Einfluss auf die Müllerzellschwellung in hypotoner Ba
2+
-Lösung (Abb. 17). Dies lässt 
darauf schließen, dass ADP und/oder AMP an der Signalübertragung des HB-EGF beteiligt 
sind. 
Um zu überprüfen, ob in die Signalkaskade des HB-EGF eine Ekto5`-Nukleotidase involviert 
ist, wurde der Inhibitor der Ekto5`-Nukleotidase, AOPCP (250 µM) getestet. Die Ekto5`-
Nukleotidase bewirkt die Bildung von Adenosin aus AMP. AOPCP hob den 
schwellungsinhibierenden Effekt von HB-EGF nicht auf (Abb. 17). AOPCP in hypotoner 
Ba
2+
-Lösung nahm keinen Einfluss auf die Müllerzellschwellung (Abb. 17). Ekto5`-
Nukleotidase hatte hiernach keinen Einfluss auf die Müllerzellschwellung in hypotoner Ba
2+
-
Lösung. Dies lässt vermuten, dass die Bildung von Adenosin aus AMP im Extrazellulärraum 
nicht am Signalweg des HB-EGF bei der Inhibition der Müllerzellschwellung beteiligt ist. 
Der P2-Rezeptor Antagonist PPADS (100µM) hob die schwellungsinhibierende Wirkung von 
HB-EGF auf (Abb. 17). PPADS hatte ohne HB-EGF keinen Einfluss auf die 
Müllerzellschwellung (Abb. 17). Daraus kann geschlussfolgert werden, dass P2-Rezeptoren 
an der Signaltransduktion des HB-EGF beteiligt sind.  
Desweiteren wurde Suramin (200ng/ml), ein Antagonist verschiedener P2-Rezeptoren 
getestet. Auch dieser Antagonist hob die Wirkung von HB-EGF auf (Abb. 17). In hypotoner 
Ba
2+
-Lösung hatte Suramin keinen Einfluss auf die Schwellung der Müllerzellen (Abb. 17). 
Weiter wurde der Antagonist des P2Y1-Rezeptors MRS 2179 (30µM) getestet. MRS 2179 
konnte dabei die Schwellungsinhibition durch HB-EGF aufheben. In hypotoner Ba
2+
-Lösung 
hatte MRS 2179 keinen Einfluss auf die Müllerzellschwellung. Die Versuche mit Suramin 







Abb. 17: Rolle purinerger Rezeptoren 
Der EktoATPaseinhibitor ARL 67156, der P2-Rezeptorantagonisten PPADS und Suramin, der Antagonist für 
P2Y1-und P2X1, 2, 3 und 5-Rezeptoren Suramin und der P2Y1 Rezeptorantagonist MRS2179 hoben die 
Schwellungsinhibition durch HB-EGF auf. Der Ekto5`Nukleotidaseinhibitor AOPCP nahm dagegen keinen 
Einluss auf die Schwellungsinhibition durch HB-EGF. Diese fünf Substanzen hatten in hypotoner Ba
2+
-Lösung 
keinen Einfluss auf die Müllerzellschwellung. 
 
3.12 Beteiligung von Adenosin an der Signalkaskade des HB-EGF.  
In Kapitel 3.11 konnte eine extrazelluläre Produktion von Adenosin nicht nachgewiesen 
werden (Abb. 17, AOPCP). Es wurde weiter überprüft, ob Adenosin aus dem 
Intrazellulärraum freigesetzt weden könnte. Der Antagonist NBTI hemmt den Transport von 
Nukleosiden durch Membranen. NBTI (10 µM) hob den schwellungsinhibierenden Effekt von 
HB-EGF auf (Abb. 18). NBTI selbst hatte keinen Einfluss auf die Müllerzellschwellung 
(Abb. 18). Dieses Ergebnis lässt vermuten, dass Adenosin aus dem Intrazellulärraum in den 
Extrazellulärraum freigesetzt wird. Weiter wurde untersucht, ob eine Blockade von 
Adenosinrezeptoren die durch HB-EGF aktivierte Signalkaskade unterbricht. Dazu wurde der 
A1-Adenosinrezeptor selektiv mit DPCPX blockiert. DPCPX (100 nM) hob die 
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schwellungsinhibierende Wirkung des HB-EGF auf (Abb. 18). In hypotoner Ba
2+
-Lösung 
nahm DPCPX keinen Einfluss auf die Müllerzellschwellung (Abb. 18). Dieses Ergebnis weist 
auf eine Beteiligung von A1-Andenosinrezeptoren am HB-EGF-Signalweg hin. Weiterhin 
wurde die Wirkung des A2A-Rezeptorantagonisten CSC (200nM) auf die 
Schwellungshemmung durch HB-EGF untersucht. CSC konnte den schwellungsinhibierenden 
Effekt des HB-EGF nicht aufheben (Abb. 18). In hypotoner Ba
2+
-Lösung nahm CSC keinen 
Einfluss auf die Müllerzellschwellung. Dies weist darauf hin, dass A2A-Rezeptoren nicht in 
die Signalkaskade des HB-EGF involviert sind. 
 
 
Abb. 18: Beteiligung des Adenosins 
Einfluss des selektiven A1-Rezeptorantagonisten DPCPX und des A2A-Rezeptzorantagonisten CSC sowie des 
Nukleosidtransporthemmers NBTI. DPCPX und NBTI konnten die Schwellungshemmung durch HB-EGF 
aufheben. Bei Inkubation mit CSC konnte HB-EGF die Müllerzellschwellung inhibieren. Alle Substanzen hatten 
in hypotoner Ba
2+
-Lösung keinen Einfluss auf die Müllerzellschwellung. 
 
3.13 Beteiligung der Proteinkinase A 
Die Aktivierung des A1-Adenosinrezeptors kann, über erhöhte Konzentrationen von cAMP, 
die Proteinkinase A (PKA) aktivieren. Um herauszufinden, ob die PKA in die Signalkaskade 
des HB-EGF involviert ist, wurde der Inhibitor der PK-A, H89 (1 µM) in hypotoner Ba
2+
-
Lösung mit HB-EGF getestet. Dabei ergab sich eine Aufhebung der schwellungshemmenden 
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Wirkung des HB-EGF (Abb. 19). In hypotoner Ba
2+
-Lösung hatte H89 keinen Einfluss auf die 
Müllerzellschwellung (Abb. 19). Dieses Ergebnis deutet auf eine Beteiligung der PKA am 
Signalweg des HB-EGF hin. 
 
 
Abb. 19: Beteiligung der Proteinkinase A 
Der Inhibitor der PKA, H89, konnte die Schwellungsinhibition durch HB-EGF aufheben. Im Kontrollversuch 
zeigte H89 in hypotoner Ba
2+
-Lösung keinen Einfluss auf die Müllerzellschwellung. 
 
3.14 Einfluss verschiedener Ionenkanäle auf die Schwellungsinhibition durch HB-EGF 
Uckermann et al. (2006) fanden heraus, dass die Proteinkinase A über eine Steigerung der 





kann. Die Öffnung von Ionenkanälen würde einen Ionenausstrom aus der Müllerzelle heraus 
bewirken, der dann einen Ausstrom von Wasser nach sich ziehen kann. Auch in der 
vorliegenden Arbeit wurde überprüft, ob die Blockade verschiedener Ionenkanäle die 
hemmende Wirkung des HB-EGF auf die Müllerzelleschwellung aufheben kann. 
3.14.1 Kaliumkanäle 
Um zu untersuchen, ob an dem Mechanismus der Schwellungsinhibition durch HB-EGF 
Kaliumkanäle beteiligt sind, wurde der K
+
-Kanalblocker Chinin (200µM) eingesetzt. Chinin 
konnte den schwellungshemmenden Effekt von HB-EGF in hypotoner Ba
2+
-Lösung aufheben 
(Abb. 20). Im Kontrollversuch mit Ba
2+
-haltiger, hypotoner Lösung hatte Chinin keinen 
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Effekt auf die Müllerzellschwellung (Abb. 20). Dieses Ergebnis weist darauf hin, dass an der 
Inhibition der Müllerzellschwellung durch HB-EGF K
+
-Kanäle beteiligt sind. 
Um die Gruppe der beteiligten K
+
-Kanäle näher einzugrenzen, wurde der Inhibitor der 2-
Poren-K
+
-Kanäle, Clofilium (10µM) getestet. Clofilium hob ebenfalls die 
schwellungshemmende Wirkung des HB-EGF auf. (Abb. 20). In hypotoner Ba
2+
-Lösung hatte 
Clofilium keinen Einfluss auf die Schwellung der Müllerzellen (Abb. 20). Dies ist ein 
Hinweis darauf, dass in den schwellungshemmenden Effekt des HB-EGF 2-Poren-4-
Domänen K
+
-Kanäle involviert sind. 
 
 
Abb. 20: Rolle der Kaliumkanäle 
Der unspezifische K
+
-Kanalblocker Chinin und der Blocker 2-Poren-4-Domänen-K
+
-Kanäle, Clofilium, konnten 
den schwellungsinhibierenden Effekt des HB-EGF aufheben. In hypotoner Ba
2+
-Lösung hatten beide Blocker 
keinen Einfluss auf die Müllerzellschwellung. 
 
3.14.2 Chloridkanäle 
Um die Beteiligung von Chloridkanälen an der Schwellungsinhibition durch HB-EGF zu 
untersuchen, wurde der Chloridkanalblocker NPPB (100µM) getestet. Dabei zeigte sich, dass 
NPPB die schwellungsinhibierende Wirkung des HB-EGF in hypotoner Ba
2+
-Lösung aufhob 
(Abb. 21). Im Kontrollversuch ohne HB-EGF hatte NPPB keinen Einfluss auf die 
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Müllerzellschwellung (Abb. 21). Weiter wurde der Blocker des CFTR (Zystische Fibrose 
Transmembranleitfähigkeit Regulator, ein Cl
-
-Kanal, der auch andere Ionenkanäle aktivieren 
kann) Flufenamic acid (500 µM) getestet. Flufenamic acid hob ebenfalls die 
schwellungsinhibierende Wirkung des HB-EGF auf (Abb. 21). In hypotoner Ba
2+
-Lösung 
allein hatte Flufenamic acid keinen Einfluss auf die Müllerzellschwellung (Abb. 21). Dies 
weist darauf hin, dass es sich bei den an der Schwellungsinhibition durch HB-EGF beteiligten 
Cl
-
-Kanälen um CFTR handeln könnte. 
 
 
Abb. 21: Beteiligung von Chloridkanälen 
Die Chloridkanalblocker NPPB und CFTR Blocker Flufenamic acid hoben die Schwellungsinhibition durch HB-
EGF auf. Die Kontrollversuche von NPPB und Flufenamic acid in hypotoner Ba
2+
-Lösung ergaben keine 
Beeinflussung der Müllerzellschwellung. 
 
3.15 Natrium 
Erhöhte intrazelluläre Natriumkonzentrationen lassen Müllerzellen in hypotoner (Ba
2+
-freier) 
EZL anschwellen, während Müllerzellen in natriumfreier hypotoner Ba
2+
-Lösung nicht 
anschwellen (Uckermann et al. 2006).  Um den Einfluss von intrazellulärem Natrium auf die 
Müllerzellschwellung zu testen, wurden die Zellen mit der Natrium-Ionophore Monensin (20 
µM) in Ba
2+
-freier EZL inkubiert. Monensin ermöglicht das Einströmen von Natriumionen in 
die Müllerzelle. Mit Monensin vorinkubierte Müllerzellen schwollen im hypotonen Milieu an 
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(Abb. 22). Der Zusatz von HB-EGF konnte das Anschwellen der mit Monensin 
vorinkubierten Müllerzellen nicht verhindern. 
 
 
 Abb. 22: Einfluss des Natriums 
Der Einsatz der Na
+
-Ionophore Monensin konnte den schwellungsinhibierenden Effekt des HB-EGF aufheben. 
In hypotoner EZL ließ Monensin die Müllerzellen ebenfalls anschwellen. 
 
3.16 PGE2 und H2O2 
Freie Radikale spielen eine wichtige Rolle bei Ischämien der Netzhaut mit anschließender 
Reperfusion (Uckermann et. al. 2005, Szabo et. al. 1991, Müller et al. 1997). In dieser Arbeit 
wurde der Effekt freier Radikale auf die Müllerzellschwellung in hypotonem Millieu durch 
die Inkubation in H2O2 (50 µM) untersucht. Die Müllerzellen schwollen nach Vorinkubation 
in H2O2-haltiger, (Ba
2+
-freier) Lösung im hypotonen Millieu an.  HB-EGF konnte diesen 
Effekt aufheben (Abb. 23). 
Entzündungsmediatoren wie Prostaglandin E2 (PGE2) und Arachidonsäure bewirken ebenfalls 
ein Anschwellen der Müllerzellen in hypotonem Millieu (Uckermann et al. 2005). Um den 
Einfluss von HB-EGF auf die durch PGE2 verursachte Müllerzellschwellung zu testen, 
wurden die Zellen mit PGE2 (30 nM) in Ba
2+
-freier Lösung inkubiert. Mit PGE2 vorinkubierte 
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Müllerzellen schwollen im hypotonen Milieu an (Abb. 23). Der Zusatz von HB-EGF konnte 
das Anschwellen der mit PGE2 vorinkubierten Müllerzellen verhindern (Abb. 23)  
 
 
Abb. 23: Radikalbildner und Entzündungsmediatoren  
Der Radikalbildner H2O2 und der Entzündungsmediator PGE2 verursachen eine Müllerzellschwellung in Ba
2+
-
freier hypotoner EZL. HB-EGF verhindert diese Schwellung.  
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4  DISKUSSION 
4.1 Müllerzellschwellung im hypotonen Milieu 
In dieser Arbeit wurde die Müllerzellschwellung im hypotonen Millieu in Netzhautschnitten 
der Ratte untersucht. Dabei wurde festgestellt, dass Müllerzellen in der Lage sind, ihr 
Volumen in hypotoner Lösung konstant zu halten. Erst wenn die Kaliumleitfähigkeit der 
Müllerzellmembran durch Ba
2+ 
blockiert bzw. in Folge einer Ischämie reduziert ist, verlieren 
die Zellen diese Fähigkeit.  
Ba
2+
 ist ein effektiver Blocker von einwärts rektifizierenden Kaliumkanälen (Kir) (Hagiwara 
et al. 1978, Newman 1989, Alagem et al. 2001). Wie bereits von Pannicke et al. (2004) 
beschrieben, stieg die Somaquerschnittsfläche beider, postischämischer und mit Ba
2+
-
vorinkubierter Müllerzellen, auch in den Versuchen dieser Arbeit im hypotonen Milieu an. 
Nach zehnminütiger Vorinkubation in normotoner Ba
2+
-Lösung trat unter hypotonen 
Bedingungen eine Müllerzellschwellung auf. Diese ist mit der Müllerzellschwellung in 
postischämischen Netzhäuten vergleichbar. In beiden Netzhäuten (der postischämischen und 
der Ba
2+
- vorinkubierten) ist die Leitfähigkeit der Müllerzellmembran für Kaliumionen stark 
eingeschränkt. Müllerzellen postischämischer Netzhäute exprimieren vermindert einwärts 
gerichtete Kaliumkanäle (besonders der Kanal Kir4.1) (Pannicke et al. 2004). In Müllerzellen 
gesunder Netzhäute werden die Kir durch Ba
2+
 blockiert (Newman 1989). Wegen der 
Vergleichbarkeit der beiden Schwellungsarten wurde nur in fünf Fällen postischämische 
Netzhaut untersucht. In allen anderen Versuchen wurde das Ba
2+
-Modell benutzt. Dadurch 
konnte die Zahl der operierten Tiere auf das Nötigste reduziert werden. 
Hemmende Wirkungen mehrerer Substanzen auf die Müllerzellschwellung sind bereits 
beschrieben. Dazu gehören Triamcinolon und Adenosin (Uckermann et al. 2005), Glutamat, 
ADP, ATP und UTP (Uckermann et al. 2006) sowie Dopamin (Pannicke et al. 2004). 
Außerdem hemmen verschiedene Peptide die Müllerzellschwellung. Dazu gehören: NPY 
(Uckermann et al. 2006) und ANP (Kalisch et al. 2006). 
 In dieser Arbeit wurden Wirkung und Signalweg des Peptids HB-EGF (Heparine binding 




4.2 HB-EGF  
HB-EGF (Heparin-binding epidermal growth factor-like growth factor) wurde erstmals von 
Higashiyama et al. (1991) beschrieben, die eine Expression des Peptids in Makrophagen und 
seine starke mitogene Wirkung auf glatte Gefäßmuskulatur entdeckten. Cohen (1962) 
beschrieb einen „tooth-lid factor“ der dem HB-EGF gleicht (Jorrisen et al. 2002). HB-EGF 
lässt sich in die Gruppe der epidermalen Wachstumsfaktoren (EGF) einordnen, zu denen auch 
der Transforming growth factor-α (TGF-α) und einige weitere Wachstumsfaktoren gehören 
(Raab und Klagsbrun 1997) (siehe Abb. 24).  In seiner Pro-Form (ProHB-EGF) ist HB-EGF 
ein 206 Aminosäuren langes, 23 kDa schweres membranständiges Protein, dessen 86 
Aminosäuren langer, aktiver Teil durch Metalloproteinasen von dem membranständigen Teil 
abgespalten und dadurch freigesetzt wird (Higashiyama et al. 1992, Goishi et al. 1995, Raab 
und Klagsbrun 1997). 
HB-EGF wird von Nerven- und Gliazellen (Xian und Zhou 1999, Mishima et al. 1996, 
Hayase et al. 1998, Nakagawa et al. 1998) und von vielen andern Geweben, z.B. Endothel, 
Epithel, und glatten Gefäßmuskelzellen (Raab und Klagsbrun 1997, Powell et al. 1993), 
exprimiert. HB-EGF ist an vielen physiologischen Vorgängen wie beispielsweise bei der 
Beschleunigung der Wundheilung und postischämischer Gewebsregeneration (Cribbs et al. 
1998, Xu et al. 2004, El Assal et al. 2004) und am Nidationsvorgang (Lessey 2002, Raab et al. 
1996) beteiligt. Auch bei pathologischen Prozessen wie Tumorwachstum (Kopp et al. 2003, 
Raab und Klagsbrun 1997) und Arteriosklerose (Raab und Klagsbrun 1997) ist eine 
Beteiligung von HB-EGF beschrieben. 
In Nervenzellen des Großhirns der Ratte ist HB-EGF ubiquitär (Hayase et al. 1998). Im ZNS 
sind wachstumsfördernde (Farkas und Krieglstein 2002) und neuroprotektive (Kawahara et al. 
1999) Eigenschaften des HB-EGF auf Neuronen sowie proliferationsfördernde Einflüsse auf 
(müllersche) Gliazellen (Kornblum et al. 1999, Milenkovic et al. 2003, Hollborn et al. 2005) 
bereits bekannt. HB-EGF wird in Netzhäuten, die an proliferativer Vitreoretinopathie (PVR) 
erkrankt sind, verstärkt exprimiert (Hollborn et al. 2005). HB-EGF spielt vermutlich auch eine 
wichtige Rolle in der neuronalen Entwicklung (Nakagawa et al. 1998). Im Rahmen dieser 
Arbeit wurde die Expression von (Pro)HB-EGF mittels Immunhistochemie und Western Blot 
in der gesunden und in der postischämischen Rattenretina nachgewiesen. Bei der 
immunhistochemischen Färbung zeigte sich eine Erhöhung des immunreaktiven HB-EGF in 
Netzhaut 7 Tage nach Ischämie (Abb. 6). Besonders stark gefärbt sind die synaptischen 
Schichten der Netzhaut und die Ganglienzellschicht, was für eine neuronale Expression des 
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HB-EGF spricht. Western Blots zeigten ebenfalls erhöhte HB-EGF-Konzentrationen in 1, 3 
und 7 Tage postischämischer Netzhaut (Abb. 7). Diese Ergebnisse lassen darauf schließen, 
dass die vermehrte Expression von HB-EGF eine Reaktion der Retina auf 
ischämisch/hypoxische Zustände ist. Im Großhirn der Ratte wurde ein solcher Anstieg der 
HB-EGF-Expression nach Ischämie bereits beobachtet (Tanaka et al. 1999, Kawahara et al. 
1999). Ein solcher Anstieg wie bei der HB-EGF Expression in Postischämischen 
Nervengewebe ist bei anderen Mitgliedern der Gruppe der epidermalen Wachstumsfaktoren 
(TGF-α und EGF) nicht nachweisbar (Kawahara et al. 1999). Nach einem Infarkt im Großhirn 
der Ratte kann HB-EGF das Infarktvolumen verkleinern und neurologische Defizite mindern 
(Jin et al. 2004, Sugiura et al. 2005). Dies weist dem HB-EGF eine neuroprotektive Rolle in 
postischämischen Teilen des Großhirns zu. 
 
4.3 Rezeptoren des HB-EGF 
HB-EGF bindet an den eigentlichen EGF-Rezeptor (ErbB1) und an den ErbB4-Rezeptor 
(Elenius et al. 1997). Beide Rezeptoren sind homodimere Tyrosinkinaserezeptoren (Sorokin 
et al. 1995, Chen et al. 1996). An diese ErbB1- und ErbB4-Rezeptoren binden weitere 
Liganden, die in Abb. 24 dargestellt sind (Massague 1990, Shoyab et al. 1988, Toyoda et al. 
1995, Strachan et al. 2001, Harris et al. 2003). Die Interaktion zwischen ErbB2- und ErbB3-
Rezeptoren mit möglichen Liganden ist bisher wenig erforscht. ErbB2 interagiert bevorzugt 
mit ErbB1 (Graus-Porta et al. 1997, Karunagaran et al. 1996) und reduziert dessen 
Abbaugeschwindigkeit (Lenferink et al. 1998). Ferguson et al. (2000) und Huang et al. (1998) 
und vermuten eine Zusammenlagerung von heterodimeren ErbB2- und ErbB3-Rezeptoren zu 
Tetrameren welche den ErbB1-Rezeptor umgeben. Der Ligand des ErbB1-Rezeptors, EGF, 
stimuliert die Oligomerisierung von ErbB2- und ErbB3-Rezeptoren in Zellen, die einen 
ErbB1- Rezeptor exprimieren (Gamett et al. 1997, Huang et al. 1998). EGF würde so über die 





                   
 
Abb. 24: Schematische Darstellung der EGF-Rezeptorfamilie 
Sie besteht aus zwei homo- (grün dargestellt) und zwei heterodimeren (schwarz dargestellt) Tyrosinkinasen. 
Liganden der EGF-Familie binden entweder nur an ErbB1 oder, wie im Fall von HB-EGF, an ErbB1 und ErbB4. 
ErbB2 und ErbB3 dienen vermutlich der Stabilisierung von ErbB1 während dessen Aktivierung. 
 
Es wurde untersucht, ob die Schwellungsinhibition durch HB-EGF über beide oder nur über 
einen der möglichen HB-EGF Rezeptoren (ErbB1 und ErbB4) vermittelt wird (Abb. 12). Der 
spezifische Blocker der ErbB1 und ErbB4-Rezeptoren, AG1478, hob die Wirkung des HB-
EGF auf. Die schwellungshemmende Wirkung von TGF-α und EGF, die beide jeweils nur an 
den ErbB1-Rezeptor binden (siehe schematische Abb. 24), ist vergleichbar mit der 
schwellungshemmenden Wirkung des HB-EGF (Abb. 12). Dies lässt vermuten, dass auch 
beim HB-EGF zumindest ein überwiegender Teil der schwellungshemmenden Wirkung über 
den ErbB1- Rezeptor vermittelt wird. 
Um zu prüfen, ob sich der HB-EGF-Rezeptor auf Neuronen oder Gliazellen befindet, wurde 
der Signalweg des HB-EGF durch Zugabe von TTX unterbrochen. TTX blockiert selektiv 
spannungsabhängige Natriumkanäle und damit die Funktion der Neuronen (Kao 1972). Über 
spannungsabhängige Natriumkanäle auf Müllerzellmembranen gibt es verschiedene Angaben. 
Während Chen et al. (2007) und Chao et al. (1997) in Müllerzellen der Ratte keine 
spannungsabhängigen Natriumkanäle nachweisen konnten, beschreiben Felmy et al. (2001) 
spannungsabhängige Natriumkanäle in wenigen Müllerzellen der Ratte. Letztere Autoren 
beschreiben, dass spannungsabhängige Natriumkanäle nicht typisch für die Müllerzelle der 
Ratte sind. Die aufhebende Wirkung des TTX auf die schwellungsinhibierende Wirkung des 
HB-EGF (Abb. 13) ist ein Hinweis auf eine mögliche neuronale Lokaisation der HB-EGF-
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Rezeptoren. Diese Entscheidung kann aber auch anhand der Daten der vorliegenden Arbeit 
nicht klar getroffen werden.  
4.4 Intrazellulärer Signalweg nach ErbB1 Aktivierung 
4.4.1 Phospholipase C 
Die Dimerisierung der ErbB1-Tyrosinkinase kann neben der Aktivierung der Ras/MAPK 
(Ras G-Protein / mitogen-activated protein kinase), Src-Tyrosinkinasen und JAK/STAT 
(Januskinase / signal transducers and activators of transcription) (Jorissen et al. 2003) auch 
eine Aktivierung der Phospholipase C (PLC) zur Folge haben (Sewell et al. 2005, Carpenter 
2000, Jorissen et al. 2003). Chen et al. (1996) und Hassan et al. (2004) fanden heraus, dass der 
mitogene Einfluss des ErbB1-Rezeptors durch den Inhibitor der PLC, U73122 abgeschwächt 
wird. Dies spricht für eine Beteiligung der PLC in der Signaltransduktion des ErbB1-
Rezeptors. In der vorliegenden Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass U73122 den 
schwellungsinhibierenden Effekt des HB-EGF aufhebt (Abb. 14). Dieses Ergebnis spricht für 
die Beteiligung der PLC am Signalweg des HB-EGF.  
PLCeine kalziumabhängige Form der PLC) kann über eine Hydrolyse von 
Phosphatidylinositolbisphosphat (PIP2) in Diacylglycerol (DAG) und Inositoltrisphosphat 
(IP3) die intrazelluläre Konzentration von Diacylglycerol (DAG) und Kalzium steigern 
(Kamat und Carpenter 1997). Eine Aktivierung PLCund eine darauf folgende Hydrolyse 
von Phosphatidylinositolbisphosphat (PIP2) in Diacylglycerol (DAG) und Inositoltrisphosphat 
(IP3) nach ErbB1-Aktivierung ist bereits beschrieben (Carpenter 2000, Chen et al. 1996, 
Hassan et al. 2004). DAG kann wiederum zusammen mit Kalzium die kalziumabhängige 
Proteinkinase C (PKC) aktivieren (Saito und Shirai 2002). 
4.4.2 Proteinkinase C und Kalzium 
Eine Aktivierung von ErbB1 kann über gesteigerte Aktivität der PLC eine Aktivierung der 
Proteinkinase C (PKC) bewirken (Chen et al. 1996). Iwabu et al. 2004) beschreiben, dass 
Rottlerin, ein spezifischer PKC-Blocker, die PKC-Aktivierung durch den EGF-Rezeptor 
(ErbB1) inhibiert. An der Signalkaskade nach ErbB1-Aktivierung ist demnach wahrscheinlich 
die PKC beteiligt. Wie in Abb. 14 dargestellt, hob die Hemmung der PKC durch GÖ 6976 
den schwellungsinhibierenden Effekt des HB-EGF auf. Die PKC wird von Neuronen 
exprimiert und benötigt zu ihrer Aktivierung DAG und Kalzium (Saito und Shirai 2002). 
DAG entsteht zusammen mit IP3 bei der Hydrolyse des PIP2 durch die PLC (Alberts et al. 
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2004). Wie in Abb. 15 beschrieben, ist die Hemmung der Müllerzellschwellung durch HB-
EGF sowohl von einem Kalziumeinstrom aus dem extrazellulären Raum, als auch von der 
Kalziumfreisetzung aus intrazellulären Speichern abhängig. Es stellt sich die Frage nach einer 
möglichen Herkunft des Kalziums, welches den zytosolischen Kalziumanstieg verursacht. IP3 
kann die Freisetzung von Kalzium aus dem endoplasmatischen Retikulum (ER) bewirken. 
Wird das freie Kalzium im Zytoplasma der Müllerzelle durch den Kalziumchelator BAPTA-
AM gebunden, so entfällt der hemmende Effekt des HB-EGF auf die Müllerzellschwellung 
(Abb. 15). Ein erhöhter intrazellulärer Kalziumspiegel kann wiederum über einen 
Triggermechanismus das Einströmen extrazellulären Kalziums auslösen. Befindet sich kein 
Kalzium in der extrazellulären Lösung, so entfällt ebenfalls der schwellungshemmende Effekt 
des HB-EGF (Abb. 15). Uckermann et al. (2006) fanden heraus, dass Thimerosal die 
Müllerzellschwellung inhibiert. Thimerosal verursacht über IP3-Rezeptoraktivierung eine 
Freisetzung von Kalzium aus intrazellulären Speichern (Swann 1991). Aus diesen Versuchen 
kann zusammenfassend geschlussfolgert werden, dass HB-EGF an den ErbB1-Rezeptor 
bindet, die PLC aktiviert, es zu einem Anstieg des zytosolischen Kalziums durch Freisetzung 
aus intrazellulären Kalziumspeichern und Einstrom dem Extrazellulärraum kommt und darauf 
hin die PKC aktiviert wird (Abb. 25). 
 
 
Abb. 25: Hypothetisches Schema des beginnenden HB-EGF-Signalwegs 
Das Peptid HB-EGF bindet maßgeblich an den ErbB1-Rezeptor, der darauf hin die PLC aktiviert. Die Produkte 





4.5 Neuronal-gliale Signalübertragung 
ErbB1-Rezeptoren sind vermutlich auf neuronalen Bestandteilen der Netzhaut lokalisiert 
(Chao et al. 1997, Felmy et al. 2001, Chen et al. 2007, siehe auch Kapitel 4.3). Die 
Aktivierung dieser Rezeptoren wirkt jedoch auf das Schwellungsverhalten von Müllerzellen. 
Es stellt sich die Frage, wie ein Signal, das die Schwellungsinhibition bewirkt, von Neuronen 
auf die Müllerzellen übertragen wird.  
Der wichtigste erregende Neurotransmitter der Netzhaut ist Glutamat (Newman und 
Reichenbach 1996, Kugler und Beyer 2003). Mehrere Quellen berichten über eine neuronal-
gliale Signalübertragung durch Glutamat (Zonta et al. 2003, Pasti et al. 1997). Eine aktivierte 
PKC (s.o.) kann eine Glutamatfreisetzung aus Neuronen bewirken (Bouron und Reuter 1997, 
Stevens und Sullivan 1998). 
Uckermann et al. (2004) fanden heraus, dass die Applikation von Glutamat (1 mM) die 
Müllerzellschwellung in hypotoner Ba
2+
-Lösung hemmt und dass eine neuronale 
Glutamatfreisetzung wahrscheinlich von der PKC und Kalzium abhängt.  Izumi et al. (1999) 
und Staub et al. (1997) berichten allerdings von einer natriumabhängigen Volumenzunahme 
bei Müllerzellen, die Glutamat ausgesetzt wurden. Dieser Widerspruch könnte darauf 
beruhen, dass Glutamat in dem zitierten Versuch von Staub et al. (1997) wesentlich länger 
(120 Min. statt 10 min bei Uckermann et al. 2004b) vorinkubiert wurde oder darauf, dass es in 
höherer Konzentration appliziert wurde (3 mM bei Izumi et al. (1999) statt 1 mM bei 
Uckermann et al. 2004b)). Schneider et al. (1992) beschreiben, dass eine Gliazellschwellung 
durch Glutamat konzentrationsabhängig ist und mit der von den Gliazellen aufgenommen 
Glutamatmenge korreliert. Bei der Aufnahme von Glutamat werden andere Ionen 
mittransportiert (Barbour et al. 1991). Erhöht sich langfristig der intrazelluläre Glutamat- und 
Natriumspiegel, kann Wasser in die Müllerzelle eindringen und eine Zellschwellung 
verursachen (Schneider et al. 1992). Zusammenfassend gibt es zwei Wirkungen von Glutamat 
auf die Müllerzellschwellung: Hohe Glutamatkonzentrationen bewirken ein Anschwellen der 
Müllerzellen. Verantwortlich ist ein osmotischer Gradient. Niedrige Glutamatkonzentrationen 
bewirken eine rezeptorvermittelte Inhibition der Müllerzellschwellung (genauere 
Beschreibung s.u.). 
Uckermann et al. (2006) beschreiben, dass TTX keinen Einfluss auf die Inhibition der 
Müllerzellschwellung durch Glutamat hat. Dies ist ein Hinweis darauf, dass ein 
Glutamatrezeptor, welcher die Schwellungsinhibition vermittelt, von Gliazellen exprimiert 
wird. In der vorliegenden Arbeit wurde die Wirkung des HB-EGF durch den Inhibitor der 
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neuronalen Glutamatfreisetzung, Rilozol (Wang et al. 2004), blockiert. Riluzol ist neben 
seiner Funktion als Inhibitor der neuronalen Glutamatfreisetzung allerdings auch ein Inhibitor 
spannungsabhängiger Na
+
-Kanäle (Song et al. 1997). Anhand der hier gemachten 
Untersuchungen ist so nicht eindeutig feststellbar, aufgrund welcher seiner Wirkungen 
Riluzol die Schwellungsinhibition durch HB-EGF inhibiert. 
Die Blockade der metabotropen Glutamatrezeptoren der Gruppe II (mGluR II) 1, 2, 3, 4a, 5a, 
und 8 durch Ly341495 bewirkte eine Aufhebung der Schwellungsinhibition durch HB-EGF 
(Abb. 16). Dies lässt den Schluss zu, dass mGluR an der Signalübertragung auf Müllerzellen 
beteiligt sind. Zusammenfassend sind diese Ergebnisse ein Hinweis darauf, dass im 
Signalweg des HB-EGF bei der Hemmung der Müllerzellschwellung Glutamat von 




Abb. 26: Hypothetisches Schema der Rolle des Glutamats 




4.6 Signaltransduktion in der Gliazelle 
Pasti et al. (1997) konnten mit der Ca
2+
-Mikrofluorimetrie unter zwei Bedingungen erhöhtes 
Kalzium in Gliazellen feststellen: unter gesteigerter neuronaler Aktivität und unter Zugabe 
von mGluR-Agonisten. Porter und McCarthy (1996) fanden bei gesteigerter Aktivität der 
Neuronen ebenfalls eine Aktivierung von mGluR auf Astrozyten. Dabei ging die Aktivierung 
der mGluR mit einem erhöhten Kalziumspiegel in Astrozyten einher.  
Newman (2003) beschreibt als eine Antwort auf die Gliaaktivierung über mGluR die 
Freisetzung von ATP. Demnach ist es möglich, dass Glutamat über Aktivierung von mGluR 
und eine intrazelluläre Kalziumfreisetzung die Ausschüttung von ATP in den extrazellulären 
Raum bewirkt.  
In Versuchen der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Inhibition der 
NTPDase2 den schwellungsinhibierenden Effekt des HB-EGF aufhebt. NTPDase2 befindet 
sich bevorzugt auf Müllerzellen und stellt dort die dominante Ektonukleotidase dar (Iandiev et 
al. 2007, Wink et al. 2006, Iandiev et al. 2007). Die Inhibition der extrazellulären Spaltung 
von AMP zu Adenosin hingegen beeinflusste die Hemmung der Müllerzellschwellung durch 
HB-EGF nicht (Abb. 18). Weiter konnte der Antagonist des purinergen Rezeptors P2Y1, 
MRS2179, die Wirkung des HB-EGF aufheben. Bevorzugter Ligand für P2Y1-Rezeptoren ist 
ADP (Leon et al. 1997). Diese Ergebnisse lassen darauf schließen, dass extrazellulär aus ATP 
die Nukleotide ADP und/oder AMP entstehen. ADP könnte dann den P2Y1-Rezeptor 
aktivieren. Die Aktivierung des P2Y1-Rezeptors durch Nukleotide ist unabhängig von der 
Zugabe von TTX (Uckermann et al. 2006). Dies deutet auf eine gliale Lokalisation des P2Y1–
Rezeptors hin. Eine extrazelluläre Spaltung von Nukleotiden (AMP) zu Adenosin scheint 
dagegen nicht am Signalweg des HB-EGF beteiligt zu sein. 
In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass der spezifische Blocker von 
Nukleosidtransportern NBTI den schwellungsinhibierenden Effekt von HB-EGF aufhebt 
(Abb. 18). Uckermann et al. (2006) fanden heraus, dass NBTI den schwellungsinhibierenden 
Effekt von Glutamat und ATP aufhebt. Eine Nukleosidfreisetzung muss dem zufolge in der 
Signalkaskade hinter der Aktivierung von mGluR und P2Y1-Rezeptoren stehen. Dies lässt den 
Schluss zu, dass die Freisetzung von Nukleosiden in der hier untersuchten Signalkaskade des 
HB-EGF bei der Hemmung der Müllerzellschwellung eine Rolle spielt. 
In der vorliegenden Arbeit konnte auch gezeigt werden, dass die Inhibition des A1-
Adenosinrezeptors durch DPCPX (Abb. 18) den schwellungsinhibierenden Effekt des HB-
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EGF aufhebt. Dies spricht dafür, dass es sich bei einem durch einen Nukleosidtransporter 
freigesetzten Nukleosid um Adenosin handelt. Eine neuroprotektive Wirkung von Adenosin 
in der postischämischen Retina ist bereits beschrieben (Larsen 1996, Ghiardi 1999). 
Uckermann et al. (2006) konnten einen hemmenden Effekt von Adenosin auf die 
Müllerzellschwellung nachweisen. Dieser war unabhängig von der Zugabe von TTX. Dies 
lässt darauf schließen, dass der A1-Adenosinrezeptor von Gliazellen exprimiert wird 
(Uckermann et al. 2005). 
 
 
Abb. 27: Hypothetisches Schema der Rolle verschiedener Nukleotide und Nukleoside 
 Eine Ca
2+
-Erhöhung verursacht eine Freisetzung von ATP. ATP wird durch eine EktoATPase extrazellulär 
gespalten. ADP aktiviert P2Y1-Rezeptoren. Es kommt zur Freisetzung von Adenosin aus den Müllerzellen. Das 
Adenosin bindet an A1-Rezeptoren. 
 
 
4.7 Schwellungsinhibition nach A1-Rezeptor Aktivierung 
Uckermann et al. (2005) beobachteten in Müllerzellen nach A1-Rezeptoraktivierung durch 
Adenosin mit anschließender Erhöhung der intrazellulären cAMP-Konzentration eine 
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Hemmung der Müllerzellschwellung. Die Aktivierung des A1-Rezeptors und die Erhöhung 
der intrazellulären cAMP-Konzentration können die Proteinkinas A (PKA) aktivieren. Die 
PKA kommt in Astrozyten vor (Schwaninger 2000). In den Versuchen der vorliegenden 
Arbeit (Abb. 19) konnte eine Hemmung der PKA durch H89 die Schwellungsinhibition durch 
HB-EGF aufheben. Die PKA ist diesen Ergebnissen zufolge auch an der Signalkaskade des 




) bewirken (Webe et al. 
2001, Schwarz et al. 1993). Ein Chloridkanal, der durch cAMP aktiviert und durch die 
aktivierte PKA transloziert werden kann, ist der Zystische-Fibrose-
Transmembranleitfähigkeits-Regulator (CFTR) (Chappe et al. 2005, Webe et al. 2001, 
Sheppard und Welsh 1992). CFTR sind an der Zellvolumenregulation kortikaler Astrozyten 
der Ratte beteiligt (Parkerson und Sontheimer 2004) und in der Lage, die Leitfähigkeit 
weiterer Ionenkanäle zu regulieren. In den Versuchen der vorliegenden Arbeit wurden CFTR 
durch flufenamic acid und NPPB blockiert (Abb. 21). Dies hatte zur Folge, dass die 
schwellungsinhibierende Wirkung des HB-EGF aufgehoben wurde. Demnach könnten auch 
CFTR am Mechanismus der Schwellungsinhibition durch HB-EGF beteiligt sind. 
Eine weitere Möglichkeit der Zellvolumenregulation bereits geschwollener Astrozyten durch 
Ausstrom von Chloridionen stellen ClC-Kanäle dar. Die Untergruppe ClC-2 dieser Kanäle 
wird von Astrozyten expemiert und sind am regulatorischen Volumenrückgang nach 
hypotonischer Schwellung von Astrozyten beteiligt (Sik et al. 2000, Makara et al. 2003, 
Parkerson und Sontheimer 2003, Parkerson und Sontheimer 2004, Sik et al. 2000). Bei der 
Betrachtung dieses Mechanismus stellt sich die Frage, warum ein Ausstrom von Chloridionen 
über ClC-2 Kanäle erst nach einem Anschwellen der Astrozyten stattfindet. Eine mögliche 
Erklärung wäre, dass Veränderungen des Zytoskeletts die Leitfähigkeit von Chloridkanäle 
beeinflussen können (Barres et al. 1988, Lascola et al. 1998). Dieser Mechanismus wurde 
auch bei ClC-2 Kanälen festgestellt (Ahmed et al. 2000). Zum einen gibt es oben 
beschriebene Osmoregulationsmechanismen, welche die Entstehung einer glialen 
Zellschwellung verhindern. Weiterhin scheint aber auch auch Mechanismen zu geben, welche 
über eine volumenabhängige Aktivierung des Zytoskeletts und die darauf folgende Öffnung 
von Chloridkanälen einen Ionenausstrom bewirken, welcher zum Abschwellen der Zelle 
führt. 
Um zu untersuchen, ob an der Schwellungsinhibition durch HB-EGF auch die Aktivierung 
von Kaliumkanälen beteiligt ist, wurde in dieser Arbeit der Einfluss von Kaliumkanalblockern 
auf die Müllerzellschwellung untersucht (Abb. 20). Dabei konnten beide untersuchten 
Kaliumkanalblocker (Chinin und Clofilium) den schwellungsinhibierenden Effekt des HB-
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EGF aufheben. Während Chinin ein relativ unspezifischer Kaliumkanalblocker ist, blockiert 
Clofilium 2P-Kaliumkanäle (Niemeyer et al. 2001a). Niemeyer et al. (2001b) nennen 
diesbezüglich 2-Poren-4-Transmembrandomänen (2P4TM)-Kaliumkanäle. Über den Einfluss 
der PKA auf Kalimkanäle ist bisher wenig bekannt. Weitere Untersuchungen sind erforderlich 
um die Rolle der PKA bei der Öffnung von Kaliumkanälen besser zu verstehen. Eine 
mögliche Erklärung könnte eine Aktivierung von 2P4TM-Kaliumkanälen nach Öffnung von 
CFTR sein, da CFTR in der Lage sind, die Aktivität weiterer Ionenkanäle zu beeinflussen 
(Kunzelmann 2001, Schwiebert et al. 1999). Durch 2P4TM-Kaliumkanäle könnten 
Kaliumionen aus der Müllerzelle ausströmen und so eine osmotische Schwellung verhindern.  
Zusammenfassend lassen diese Untersuchungsergebnisse vermuten, dass die erhöhte 
Konzentration von cAMP und die Aktivierung der PKA zu einer Öffnung von Chlorid- und 
Kaliumkanälen führen. Durch den Ausstrom von Ionen würde die Osmolarität des 
intrazellulären Milieus der des Extrazellulärraums angepaßt, so daß es keinen zur Schwellung 






Abb. 28: Hypothetisches Schema des letzten Teils des HB-EGF Signalweges 
Der aktivierte A1-Rezeptor erhöht die intrazelluläre cAMP-Konzentration. cAMP aktiviert Chloridkanäle vom 
Typ CFTR. Letztere können weitere Ionenkanäle, z.B. Kaliumkanäle aktivieren. Durch Ionenausstrom sinkt die 
intrazelluläre Ionenkonzentration und paßt sich der geringeren extrazellulären Osmolarität an. Der Wassergehalt 
der Zelle bleibt so in etwa gleich. Wird der Ausstrom von Ionen (durch Block der Kanäle oder Unterbrechung 
der Signalkaskade) verhindert, strömt Wasser ein und die Zellen schwellen. 
 
4.8 Weitere Induktoren der Müllerzellschwellung 
Bei einer Ischämie der Netzhaut und anschließender Reperfusion treten freie 
Sauerstoffradikale auf (Müller et al. 1997). Szabo et al. (1991) beschreiben, dass die 
Anwesenheit freier Radikale Reperfusionsschäden der Netzhaut fördert und dass im 
Gegenzug der Radikalfänger Superoxiddismutase eine Ödembildung in der postischämischen 
Netzhaut reduziert. Freie Radikale können demnach an der Müllerzellschwellung in 
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postischämischen Netzhäuten beteiligt sein. Chan et al. (1982) beschreiben eine Ödembildung 
im Cortex der Ratte infolge der Bildung freier Radikale und führen dies auf die Aktivierung 
von Lipasen und die damit verbundene Freisetzung von Arachidonsäure (AA) zurück  (Chan 
et al. 1983). Gosslau und Rensing (2000) beschreiben bei Gliazellen der Ratte unter 
osmotischem Stress eine Aktivierung der Phospholipase A2. Die Phospholipase A2 bewirkt 
die Freisetzung von AA. Uckermann et al. (2005) beschreiben eine Müllerzellschwellung 
unter hypotonen Bedingungen durch die Applikation von AA. Die schwellungsfördernde 




 (Chan et 
al. 1983, Staub et al. 1994b, Sanchez-Olea et al. 1995). Uckermann et al. (2006) beschreiben 
nach Applikation von AA eine Müllerzellschwellung und führen dies auf eine 
Konzentrationssteigerung des intrazellulären Na
+
 zurück. Gleiche Autoren beschreiben auch, 
dass Müllerzellen in hypertoner Ba
2+
-Lösung dann nicht anschwellen, wenn diese Lösung 
Na
+
-frei ist. Eine Ursache für einen Intrazellulären Na
+





-ATPase durch AA sein (Lees 1991, Owada et al. 1999). AA blockiert zudem den 
Ausstrom von Kalium über spannungsregulierte Kaliumkanäle (Bringmann et al. 1998). AA 
kann auch den schwellungsbedingten Ausstrom anderer Osmolyte wie Aminosäuren und Cl
-
-
Ionen hemmen. Zusammenfassend lässt sich sagen, dass Gliazellen auf oxidativen und 
osmotischen Stress mit der Produktion von Arachidonsäure reagieren. Ein darauf folgender 
Na
+
-Einstrom würde ein osmotisches Gefälle verursachen und Wasser in die Zelle einströmen 
lassen. Dies ließe die Gliazellen anschwellen. 
Die Steigerung der intrazellulären Na
+
-Konzentration durch die Na
+
-Ionophore Monensin 
konnte in Versuchen der vorliegenden Arbeit eine Müllerzellschwellung im hypotonen 
Millieu verursachen (siehe 3.15). Dies bestätigt den oben genannten Zusammenhang 
zwischen intrazellulärem Na
+
-Anstieg  und Müllerzellschwellung. HB-EGF konnte den durch 
Monensin verursachten Schwellungseffekt nicht aufheben. Dies könnte bedeuten, dass HB-
EGF keinen oder einen nur unzureichenden Ausstrom von Na
+
-Ionen bewirkt und die 




, siehe 3.14.1 
und 3.14.2) vermittelt wird. 
Uckermann et al. (2005) beschreiben eine Schwellung der müllerschen Gliazellen unter 
hypotonen Bedingungen durch die Applikation von H2O2 (200 µM) und Prostaglandin E2 
(PGE2) (30 nM). Gleiche Autoren beschreiben auch, dass diese Schwellungseffekte durch die 
Applikation von Triamcinolon acetonide (100 µM) inhibierbar sind. Triamcinolon acetonide 
ist ein Medikament, welches bereits klinisch zur Behandlung des Maculaödems eingesetzt 
wird. Die Experimente von Uckermann et al. (2005) deuten darauf hin, dass ein möglicher 
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Wirkmechanismus die Freisetzung von Adenosin ist. Diese Schwellungsinhibition durch 
Trimcinolon acetonide war auch an drei Tage postischämischen Netzhäuten und in Ba
2+
-
vorinkubierten Netzhäuten zu beobachten. Uckermann et al. (2005) beschreiben weiter, dass 
Triamcinolon in diesem Fall über eine gliale Freisetzung von Adenosin, Aktivierung des A1-





Kanälen der Müllerzelle wirkt. Diese Vorgänge sind vermutlich auch an der Signalkaskade 
des HB-EGF beteiligt (siehe Abb. 28). In Versuchen der vorliegenden Arbeit konnten 
Müllerzellschwellungen im hypotonen Millieu durch Zugabe von H2O2 und PGE2 
hervorgerufen werden. Diese durch freie Radikale und typische Entzündungsmediatoren 
hervorgerufenen Müllerzellschwellungen waren durch HB-EGF inhibierbar. Cyclooxygenase 
2 (COX-2) ist ein Enzym, das AA in PGE2 umwandelt. COX-2 und PGE2 werden im 
Großhirn der Ratte und des Menschen nach einer Ischämie verstärkt von Neuronen gebildet 
(Nogawa et al. 1997, Iadecola et al. 1999). Auch Astrozyten exprimieren nach einer Ischämie 
COX-2 und sind in der Lage PGE2 zu produzieren (Maslinska et al. 1999, Takemiya et al. 
2006). Indomethacin, ein Medikament welches die Prostaglandinsythese hemmt, mindert 
posttraumatische Schwellungen in Astrozyten des ZNS der Ratte (Sharma et al. 1993, 
Uckermann et al. 2005). PGE2 kann über intrazelluläre Kalziumwellen in Astrozyten eine 
reaktive Hyperämie auslösen (Zonta et al. 2003). Aus den beschriebenen Untersuchungen und 
den Versuchen der vorliegenden Arbeit geht hervor, dass PGE2 an einer Schwellung von 
Astrozyten beteiligt ist und eine Durchblutungssteigerung in einem postischämischen Gebiet 
auslöst. Die Versuche der vorliegenden Arbeit weisen darauf hin, dass HB-EGF einen PGE2-
induzierten Schwellungseffekt der Müllerzelle verhindert. PGE2 könnte jedoch seine 
vasodilatative Funktion im Sinne einer funktionellen Hyperämie (Zonta et al. 2003) trotz 
Anwesenheit von HB-EGF weiter erfüllen.   
 
4.9 Mechanismen der Müllerzellschwellung 
Die Ätiologie der Müllerzellschwellung lässt sich in mehrere zusammenspielende Ursachen 
einteilen.  
Oxidativer und osmotischer Stress können eine Freisetzung von Arachidonsäure (AA) 





-Ionen (Chan et al. 1983, Staub et al. 1994a, Sanchez-Olea et al. 1995). Der 
intrazelluläre Ionenüberschuss zieht einen Wassereinstrom in die Gliazelle nach sich (Staub et 
al. 1994a, Staub et al. 1994b). Dies hat dann eine Müllerzellschwellung zur Folge, wenn 
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-Ionen zu kompensieren stellt der Ausstrom von K
+
 -Ionen dar. 
Zwei Typen einwärts gleichrichtender Kaliumkanäle (Kir), die von Müllerzellen exprimiert 
werden, sind Kir2.1 und Kir4.1. Diese sind maßgeblich an der Kaliumregulation der 
Müllerzelle beteiligt (Kofuji et al. 2002, Carpenter 2000, Newman 1993). Während Kir 2.1 
ausschließlich Ioneneinströme passieren lässt, können durch Kir 4.1 Ionen ein- und 
ausströmen (Kofuji et al. 2002). Pannicke et al. (2004) beschreiben einen Zusammenhang 
zwischen stark vermindertem K
+
-Ausstrom und verminderter Kir4.1-Expression in 
Müllerzellen postischämischer Netzhäute. Beim Kalium-Siphoning (s.o.) werden 
Kaliumionen an Blutgefäße an den Endfüßen der Müllerzellen, an Gefäße im Inneren der 
Netzhaut und an den Glaskörper abgegeben. Besonders an Endfüßen und an Blutgefäßen im 
Inneren der Netzhaut ist die Zahl der Kir4.1-Kanäle nach einer Ischämie vermindert 
(Pannicke et al. 2004).  
Die räumliche Verteilung des Wasserkanals Aquaporin 4 auf der Müllerzellmembran ähnelt 
der Verteilung des Kaliumkanals Kir4.1: Die größte Dichte an Aquaporin 4 und Kir4.1-
Kanälen befindet sich auf den Endfußmembranen der Müllerzellen und an Gliamembranen, 
die Kontakt zu Blutgefäßen im Inneren der Netzhaut haben (Nagelhus et al. 2004, Pannicke et 
al. 2004). Als Modell zur Untersuchung der Schwellungseigenschaften der Müllerzellen unter 
osmotischem Stress wurden die Retinaschnitte in der vorliegenden Arbeit hypotoner Lösung 
ausgesetzt. Dies unterscheidet sich von in vivo Bedingungen, bei denen die Gliazellen 
vermutlich intrazellulär hypertonisch werden (Liang et al. 2007). Da intrazelluläre 
Ionenkonzentrationen experimentell schwierig zu beeinflussen sind, wurde in den Versuchen 
der vorliegenden Arbeit die extrazelluläre Ionenkonzentration vermindert um ein osmotisches 
Gefälle zu erzeugen. Die intrazelluläre Ionenkonzentration stieg dadurch nur relativ, nicht 
absolut, an. Nagelhus et al. (2004) und Pannicke et al. (2004) vermuten, dass ein Ausstrom 
von K
+
-Ionen einen Ausstrom von Wasser durch Aquaporin 4 nach sich zieht. 
Wasserausstrom kann letztlich zur Verhinderung oder Minderung eines Zellödems beitragen. 
Nach einer Ischämie verringert sich zwar die Menge der Kir4.1-Kanäle an den Endfüßen der 
Müllerzellen, die Menge der AQP4 bleibt jedoch weitgehend unverändert. Weniger K
+
-Ionen 
können aus der Müllerzelle ausströmen. Wasser kann weiterhin in die Müllerzelle einströmen. 
Somit können Kir4.1 und Aquaporin 4 direkt an der Volumenregulation der Müllerzelle 
beteiligt sein, indem Kir4.1 einen K
+
-Ausstrom und AQP4 einen Wasserausstrom entlang des 
Ionen-Konzentrationsgefälles bewirken. Werden Kir4.1- Kanäle von der postischämischen 
Müllerzelle vermindert exprimiert, kommt es zu einem verringerten Kaliumausstrom. Unter 
DISKUSSION 57 
 
hypotonen Bedingungen steigt die intrazelluläre Kaliumkonzentration daraufhin relativ an. Es 
steigt der osmotische Druckunterschied zwischen Müllerzelle und Extrazellulärraum. Ist der 
osmotische Druck in der Müllerzelle infolge dieser postischämischen Veränderung relativ 
hoch (s.o.), so strömt Wasser in die Zelle ein und verursacht eine Zellschwellung.  
 
4.10 Bedeutung der Schwellungsinhibition durch HB-EGF 
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass HB-EGF in postschämischer Netzhaut verstärkt 
exprimiert wird. Weiter konnte gezeigt werden, dass HB-EGF die Zellschwellung in 
posischämischen und Ba
2+
-vorinkubierten Müllerzellen hemmt. Eine Signalkaskade, über die 
HB-EGF die Müllerzellschwellung inhibiert, konnte nachvollzogen werden. Die Ergebnisse 
dieser Arbeit stellen eine Grundlage für weitere Forschung über HB-EGF als Hemmer glialer 
Zellschwellungen dar. Zwar ist in dieser Arbeit nur der schwellungshemmende Effekt von 
HB-EGF auf die Müllerzellschwellung der Ratte untersucht worden, die Gliazellen der 
Netzhaut als Teil des ZNS teilen jedoch viele Eigenschaften mit den Astrozyten des Gehirns. 
Es ist gut denkbar, dass die Erkenntnisse der vorliegenden Arbeit auch bei Astrozyten der 
menschlichen Netzhaut und des menschlichen Großhirns zutreffen. Zwar ist HB-EGF im ZNS 
des Menschen noch nicht therapeutisch eingesetzt worden. HB-EGF kann jedoch im Großhirn 
der Ratte nach einer Ischämie Infarktvolumen verkleinern und Angio-und Neurogenese 
fördern (Jin et al. 2004, Sugiura et al. 2005). Das zelluläre Ödem trägt neben dem vasogenen 
Ödem zur Ödementstehung bei (Fine und Brucker 1981, Yanoff et al. 1984). Zelluläre 
Ödembildung ist bei einigen Netzhauterkrankungen (z.B. Zystoides Maculaödem (CME)) 
vermutlich hauptverantwortlich für die Ödementstehung (Bringmann et al. 2004). Bisher 
werden Hirnödeme vor allem symptomatisch behandelt. Das extrazelluläre (vasogene) Ödem 
wird dabei mit Diuretika und Mannitol im Sinne einer Osmotherapie behandelt und das 
zelluläre Ödem mit Glukokortikoiden. Das zystoide Maculaödem kann mit 
Carboanhydrasehemmern, nicht steroidalen Antiphlogistika und Glukokortikoiden behandelt 
werden. Sollte sich die schwellungshemmende Wirkung des HB-EGF einmal als 
Therapieansatz des Zystoiden Makulaödems oder des Hirnödems erweisen, so könnte eine 
Zellschwellung direkt an der Zelle beeinflusst werden. Diese Therapie wäre deutlich 
spezifischer als die bisherige symptomatische Therapie. HB-EGF könnte so einmal 
Bedeutung in der Therapie von Netzhaut- oder Hirnödemen erlangen. Besonders im Gehirn, 
in dem postischämische Zustände und Schwellungen sehr schnell zu irreversiblen kognitiven 
Schäden führen können, ist die Verhinderung solcher Schwellungen von großem 
medizinischem Interesse.                    
ZUSAMMENFASSUNG 58 
 
5 ZUSAMMENFASSUNG DER ARBEIT 
Dissertation zur Erlangung des akademischen Grades Dr. med. dent. 
Die Inhibition der Müllerzellschwellung unter hypotonen Bedingungen 
durch HB-EGF 
eingereicht von Malte Weuste 
angefertigt an Universität Leipzig, Medizinische Fakultät, Paul-Flechsig-Institut für 
Hirnforschung 
 
betreut von:         Prof. Dr. Andreas Reichenbach  
                            Prof. Dr. Andreas Bringmann,  
                            Dr. Ortrud Uckermann,                              
 
Eingereicht im August 2010 
 
Bei zahlreichen Krankheiten des zentralen Nervensystems (ZNS) kommt es zu 
Wassereinlagerungen ins das Gewebe und als Folge zur Bildung eines Ödems. Diese Ödeme 
lassen sich nach Klatzko (1967) in zwei Untergruppen einteilen. Zum einen kann die Ursache 
eines Ödems in dem Zusammenbruch der Blut-Hirn-Schranke liegen. Folge ist dann eine 
interstitielle Wasseransammlung, die auch als vasogenes Ödem bezeichent wird. Zum anderen 
kann es zur intrazellulären Flüssigkeitsansammlung kommen. Folge ist dann ein zelluläres 
(zytotoxisches) Ödem. Bei der Entstehung eines zytotoxischen Ödems schwellen im ZNS 
besonders die Makrogliazellen (Astrozyten). In der Netzhaut, die als Teil des ZNS angesehen 
wird, schwellen bei einem zytotoxischen Ödem die netzhautspezifischen Makrogliazellen, die 
Müllerzellen, an. Ursache für die Müllerzellschwellung kann eine Ischämie der 
Netzhautgefäße sein. Unmittelbare Folgen einer Ischämie der Netzhaut sind Sauerstoff- und 
Substratmangel, die eine Störung der physiologischen Wasser- und Ionenhomöostase der 
Müllerzellen bewirken und eine Funktionseinschränkung der Netzhaut bewirken. Dieser 
postischämische Zustand kann durch verschiedene Methoden simuliert werden. Werden 
postischämische Netzhäute einem hypotonen Milieu ausgesetzt, dann schwellen in ihnen die 
Somata der Müllerzellen an. Ursache ist ein Mangel an einwärts gerichteten Kaliumkanälen in 
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den Membranen postischämischer Müllerzellen (Pannicke et al. 2004). Diese 
Müllerzellschwellung lässt sich auch in Müllerzellen gesunder Netzhäute beobachten, wenn 
die Kaliumkanäle der Müllerzellmembran zuvor mit Bariumionen (Ba
2+
) blockiert wurden.  
 
 
Abb. 29: Schwellungsinhibition durch HB-EGF 
Postischämische Netzhäute schwellen unter hypotonen Bedingungen an (grüner Graph) während HB-EGF (20 
µM) die Müllerzellschwellung in postischämischen Netzhäuten unter hypotonen Bedingungen inhibiert (blauer 
Graph). Müllerzellen aus der Netzhaut des gesunden Kontrollauges schwellen unter hypotonen Bedingungen 
ebenfalls nicht an (roter Graph). Bilder: Müllerzellen in ungeschwollenem (links) und geschwollenem (rechts) 
Zustand. 
 
In der vorliegenden Arbeit wurde das Schwellungsverhalten der Müllerzellen der Ratte unter 
hypotonen Bedingungen untersucht. Hierzu wurden Netzhäute der Ratte entnommen, 
präpariert, in eine Perfusionskammer gelegt, selektiv fluoreszenzgefärbt und mit Ba
2+
-Lösung 
vorinkubiert. Die Netzhäute konnten daraufhin mit verschiedenen Testlösungen perfundiert 
werden. Die Wirkung der Testlösungen auf die Müllerzellschwellung wurde überprüft, in dem 
die Somaquerschnittsfläche der Müllerzellen über einen Zeitraum von 4 Minuten mit einem 
Konfokalen Laser-Scanning Mikroskop aufgezeichnet und anschließend ausgewertet wurde. 
Ziel der Arbeit war es, die Rolle des Heparine-binding epidermal growth factor-like growth 
factor (HB-EGF) in postischämischer Netzhaut näher zu untersuchen. Dabei wurde mit 
Western Blots und immunhistochemischer Färbung eine erhöhte Konzentration von HB-EGF 
in postischämischen Netzhäuten gegenüber gesunden Netzhäuten nachgewiesen. Weiter 





-vorinkubierter Netzhäute unter hypotonen Bedingungen inhibiert. Dieser 
schwellungsinhibierende Effekt des HB-EGF wurde durch verschiedene Enzyminhibitoren, 
Ionenkanalblocker, Transporter- und Rezeptorantagonisten aufgehoben. Dadurch konnte auf 
die Beteiligung verschiedener Ionenkanäle, Enzyme, Transporter und Rezeptoren an der 
Signalkaskade des HB-EGF geschlossen werden. 
Zuerst wurden Agonisten und Antagonisten der HB-EGF-Rezeptoren getestet. HB-EGF 
bindet an die Rezeptoren ErbB1 und ErbB4. Die Ergebnisse der Versuche wiesen darauf hin, 
dass die schwellungsinhibierende Wirkung des HB-EGF durch den ErbB1-Rezeptor vermittelt 
wird. Weiter konnte gezeigt werden, dass vermutlich neuronal folgende Enzyme an der 
Signaltransduktion des HB-EGF beteiligt sind: Phospholipase C, Phosphodiesterase und 
Proteinkinase C. Weiterhin wurde herausgefunden, dass der schwellungsinhibierende Effekt 
des HB-EGF von der Höhe des neuronalen intrazellulären Kalziumspiegels abhängig ist. 
Diese Ergebnisse weisen zusammenfassend darauf hin, dass es infolge der Aktivierung des 
ErbB1-Rezeptors zu einer Aktivierung der Phospholipase C und der Phosphodiesterase und 
weiter zu einem Anstieg der intrazellulären Kalziumkonzentration kommt. Alle diese Schritte 
lassen sich durch Tetrodotoxin (TTX) inhibieren. TTX inhibiert spannungsabhängige 
Natriumkanäle. Da spannungsabhängige Natriumkanäle überwiegend neuronal lokalisiert 
sind, kann geschlussfolgert werden, dass genannte Schritte der Signalkaskade in Neuronen 
stattfinden.  
Weil HB-EGF die Schwellung von Müllerzellen im hypotonen Milieu inhibiert, stellte sich 
die Frage nach einer Signalübertragung von Neuronen auf Müllerzellen. Hierzu wurden 
Versuche mit dem häufigsten erregenden Transmitter der Netzhaut, Glutamat, unternommen. 
Ein Anstieg des freien Kalziums in Neuronen kann die Ausschüttung von Glutamat bewirken. 
Versuche der vorliegenden Arbeit wiesen darauf hin, dass die Wirkung des HB-EGF von 
neuronaler Glutamatfreisetzung und von der Beteiligung glial lokalisierter metabotroper 
Glutamatrezeptoren der Gruppe II abhängig ist. Daraus kann geschlussfolgert werden, dass 
bei der Signalkaskade von HB-EGF bei der Hemmung der Müllerzellschwellung Glutamat für 
die Signalübertragung von Neuronen auf Müllerzellen verantwortlich ist.  
Weitere Untersuchungen zeigten, dass Glutamat die Freisetzung von ATP aus Müllerzellen 
bewirkt. Dieses ATP aktiviert darauf hin gliale Purin- und Adenosinrezeptoren (P2 und A1 
Rezeptoren). Weitere Versuche wiesen darauf hin, dass die Aktivierung glialer A1-Rezeptoren 









 Abb. 30: Hypothetisches Schema der Signalkaskade der Schwellungshemmung durch HB-EGF 
HB-EGF aktiviert neuronale ErbB1-Rezeptoren. Im Neuron werden die Phospholipase C, Phosphodiesterase und 
die Proteinkinase C aktiviert. Der Spiegel des intrazellulär freien Kalziums steigt an und Glutamat wird von 
Neuronen freigesetzt. Dieses Glutamat aktiviert gliale metabotrope Glutamatrezeptoren. Es kommt zur 
Ausschüttung von ATP  und Adenosin aus der Müllerzelle und P2Y und A1-Rezeptoren werden aktiviert. Eine 
Aktivierung der Proteinkinase A bewirkt die Öffnung von Ionenkanälen, was den Ausstrom von Ionen und 
Wasser aus der Müllerzelle zur Folge hat. 
 
Die Arbeit geht auf verschiedene Hypothesen zur glialen Zellschwellung und deren Inhibition 
ein. Bisherige Forschung zur Müllerzellschwellung im hypotonen Mileu zeichnen folgenden 
Schwellungsmechanismus: Müllerzellen gesunder Netzhäute reagieren auf hypotone 
Bedingungen mit der Öffnung von Ionenkanälen. Ionen können aus den Müllerzellen 
ausströmen. Wasser folgt den ausströmenden Ionen. Es kommt nicht zur Zellschwellung. In 
postischämischen oder Ba
2+
-vorinkubierten Netzhäuten dagegen kommt es unter hypotonen 
Bedingungen zu einem verminderten Ionenausstrom. Es entsteht ein osmotisches Gefälle 
zwischen Intra- und Extrazellulärraum. Wasser stömt in die Zelle ein. Es kommt zu einer 
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Zellschwellung. Der hemmende Einfluss zahlreicher Substanzen auf diese 
Müllerzellschwellung ist bereits beschrieben. In der vorliegenden Arbeit konnten neue 
Erkenntnisse zur Rolle des HB-EGF in der postischämischen Netzhaut gemacht und der 
Signalweg des HB-EGF bei der Inhibition der Müllerzellschwellung unter hypotonen 
Bedingungen größtenteils nachvollzogen werden. Damit ist eine Grundlage für weitere 
Forschung über HB-EGF als mögliches Therapeutikum in der Behandlung des Macula- oder 
Hirnödems gelegt. Ödematöse Schwellungen des Hirngewebes gehen mit einem raschen 
Anstieg des intrazerebralen Drucks einher und verursachen schnell irreversible 
Gewebsschäden. Das Makulaödem der Netzhaut steht oft in Zusammenhang mit 
Erkrankungen wie diabetischer Retinopathie, vaskulären Erkrankungen, Entzündungen, 
Tumoren oder Traumata und hat oftmals eine schlechte Prognose. 
Viele Ödeme des ZNS werden symptomatisch durch die systemische Gabe von 
Entzündungshemmern, Diuretika und Mannitol therapiert. Sollte HB-EGF durch weitere 
Untersuchungen Bedeutung in der Therapie von Netzhaut- oder Hirnödemen erlangen, wäre 
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